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RESUMEN

Expresion heterdloga y caracterizacion de una superoxido dismutasa

proveniente del arquedn Thermoplasma acidophilum

Las superoxido dismutasas (SODs) de arqueas termoacidofilas tienen relevancia
industrial debido a sus propiedades bioquimicas Unicas en comparacion a sus
homélogas bacterianas. El objetivo de este trabajo fue clonar y expresar el ORF
de la SOD (Ta0013) del arqueodn termoacidofilo Thermoplasma acidophilum y
caracterizar su producto estructural y funcionalmente. La produccion de la enzima
recombinante fue de 43.51 mg/L y se le identific6 como una Fe-SOD con un
contenido de 2.18 moles de metal/mol de proteina. El analisis electroforético
desnaturalizante mostr6 una banda de 25 kDa que corresponde al peso
monomeérico calculado. Por otro lado, el andlisis de electroforesis nativa evidencio
gue su estado conformacional es homotetramérico. La proteina fue activa en un
amplio intervalo de temperatura (15-60°C) y pH (2-10, valor éptimo 6), su actividad
especifica fue de 118.5 U/mg a 23°C, fue termorresistente a temperaturas <60°C,
tuvo un ty», ~35 min a 70°C y su actividad se vio afectada Unicamente por FeCl, 10
mM y SDS 10 mM. Este trabajo constituye la primera caracterizacion en detalle
gue se hace de una SOD recombinante expresada en E. coli proveniente de un
organismo del orden Thermoplasmatales. Los resultados obtenidos podrian ser
Gtiles para la produccién de la enzima recombinante asi como para el desarrollo
de cosméticos para la reducciéon del dafio fotooxidante, suplementos para la salud,
preservacion de alimentos, tratamiento de enfermedades humanas y animales, asi
como cualquier otra aplicacién potencial asociada con la disminucién del dafio

inducido por O, dentro de los intervalos de temperatura y pH descritos.

PALABRAS CLAVE: Fe-SOD, termoacidoestabilidad, = Thermoplasma
acidophilum, Archaea, clonacion, expresion, caracterizacion.
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ABSTRACT

Heterologous expression and characterization of a superoxide dismutase

from the archaeon Thermoplasma acidophilum

Superoxide dismutases (SODs) from thermoacidophilic Archaea have industrial
relevance due to their unique biochemical properties when compared against their
bacterial homologs. The aim of this work was to clone and express the SOD ORF
Ta0013 from the thermoacidophilic archaeon Thermoplasma acidophilum and to
characterize its product structurally and functionally. The yield of the recombinant
enzyme was 43.51 mg/L and it was identified as an iron-containing protein (Fe-
SOD) with a metal content of 2.18 moles/mole of protein. SDS-PAGE analysis
showed a band of 25 kDa which corresponds to the theoretic monomeric weight. In
addition to this, the native form of the enzyme was determined as a homotetramer
by native PAGE. The protein was active in a wide range of temperature (15-60°C)
and pH (2-10, optimum 6), it had a specific activity of 118.5 U/mg at 23°C, showed
thermal stability (<60°C), had a t;» ~35 min at 70°C, and its activity was only
affected by 10 mM FeCl, and 10 mM SDS. This work represents the first detailed
characterization of a recombinant SOD from a member of the order
Thermoplasmatales expressed in E. coli. These results could be useful for the
production of the recombinant enzyme and it could be applied for the development
of cosmetics for the reduction of photo-oxidant damage, health promoting
supplements, food preservation, treatment of human and animal diseases and any
other potential application related with the reduction of superoxide-induced
damage inside the described temperature and pH ranges.

KEYWORDS: Fe-SOD, thermal and acid stability, Thermoplasma acidophilum,

Archaea, cloning, expression, characterization.
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1. INTRODUCCION

El dominio Archaea

Las arqueas son un grupo de procariotes fisiologicamente diverso que habita en
una enorme gama de ecosistemas. Clasificadas inicialmente como parte de las
bacterias, fueron reconocidas como una unidad evolutiva separada hasta la
década de los 70, generando un enorme interés en el estudio de su ecologia,
diversidad, evolucion y biologia molecular (Takacs et al., 2001). Las arqueas
presentan caracteristicas exclusivas del dominio que van desde el nivel molecular
(presencia de lipidos éter-ligados, ARN polimerasas similares a las de eucariotes,
ausencia de peptidoglicano en la pared celular, etc.) hasta sus diversas

morfologias y habitats (Cavicchioli, 2007).

Una caracteristica que sobresale sobre las demas es su nivel de adaptacion a los
ambientes extremos (organismos extremofilos), pudiendo prosperar en
condiciones fisicas 0 geoquimicas adversas como altas o bajas temperaturas,
radiacion, presion, desecacion, salinidad, acidez, alcalinidad, entre otras
(Rothschild y Mancinelli, 2001).

Arqueas termoacidoéfilas y sus enzimas

Las arqueas termoacidofilas constituyen un grupo de interés particular, ya que
como su nombre lo indica tienen que lidiar a la vez con temperaturas elevadas
(250°C) y valores bajos de pH (<4). Dadas las circunstancias tan rigurosas bajo las
que sobreviven, estos organismos representan fuentes atractivas para la
obtencion de enzimas termoacidoestables que puedan ser explotadas en procesos
y aplicaciones biotecnoldgicos. Existen muchas ventajas derivadas del empleo de
este tipo de enzimas: i) al expresarlas de manera heter6loga en organismos
mesofilos se puede facilitar su purificacion por tratamiento con calor (Vieille y

Zeikus, 2001), ii) dada su gran estabilidad el costo derivado de la adicion continua



de enzima en los procesos se reduce, Y iii) establecer procesos a temperaturas
elevadas y pHs bajos para la manufactura de productos permite la reduccion de la
viscosidad, disminuye el riesgo de contaminacion microbiana y aumenta la

solubilidad (Egorova y Antranikian, 2005).

Entre las enzimas termoacidoestables que ya se han obtenido destacan las ADN
polimerasas, ligasas, amilasas, glucoamilasas, pululanasas, xilosa isomerasas,
xilanasas, quitinasas, glicosil hidrolasas y superoxido dismutasas (Bertoldo et al.,
2004; Vieille y Zeikus, 2001; Bafana et al., 2011).

Superoxido dismutasas

La superoxido dismutasa (SOD, EC.1.15.1.1) es una metaloproteina multimérica
responsable de la eliminacién del radical superéxido (O,7) al convertirlo en

peréxido de hidrogeno (H.0,) y oxigeno molecular (Oy):

SOD

O, " +0,  + 2H" —» H>O, + O

Esta enzima constituye la primera linea de defensa contra el estrés oxidante (EO)
(Krinsky, 1992) y se ha identificado en los tres dominios de vida. Hasta ahora se
conocen cuatro tipos de SODs de acuerdo a su especificidad metalica: Cu/Zn-
SODs, Fe-SODs, Mn-SODs y Ni-SODs. Debido a su alta efectividad antioxidante,
la SOD ha sido empleada en una gran cantidad de aplicaciones, entre ellas como
suplemento alimenticio, cosmético anti-envejecimiento, agente preservante para
organos a trasplantar y espermatozoides, conservador de alimentos, y para el
tratamiento de varias enfermedades relacionadas con el EO como la lesion por
isquemia-reperfusién, disfunciones del sistema nervioso, cancer y enfermedades

cardiovasculares (Bafana et al., 2011).



SODs de fuentes extremoéfilas

Las SODs de arqueas termoacidofilas tienen una gran demanda comercial debido
a sus propiedades bioquimicas Unicas, como alta estabilidad térmica, actividad a
intervalos amplios de pH y tolerancia a sales y metales. Estas caracteristicas les
permiten resistir a la desnaturalizacion y estdn ausentes en la mayoria de sus

contrapartes bacterianas.

Al dia de hoy se han reportado SODs con propiedades bioquimicas inusuales
procedentes de varios tipos de arqueas, incluyendo especies de los ordenes
Desulfurococcales (Yamano, et al. 1999), Sulfolobales (Kardinahl et al., 2000,
Yamano y Maruyama, 1999), Thermoproteales (Amo et al., 2003), entre otras; sin
embargo sélo se han estudiado pobremente las provenientes de las
Thermoplasmatales (Searcy y Searcy, 1981).

Thermoplasma acidophilum

Thermoplasma acidophilum es un arquedn termoacidofilo miembro de este orden.
Fue aislado inicialmente de solfataras y desechos de la extraccion carbonica.
Crece entre los 45-62°C (6ptimo 59°C) y pH 0.8-4.0 (6ptimo 1-2). Debido a la
ausencia de pared celular se le considera un micoplasma. Su genoma ha sido
secuenciado (Ruepp et al., 2000), presenta un solo cromosoma circular con un
tamafio de 1.5 Mpb y se han identificado 1509 marcos de lectura abierta (ORFS),
de los cuales sélo el 55% tiene una funcién conocida (DeLong, 2003). Mediante un
andlisis bioinformético se identifico el gen de la SOD (Ta0013, NCBI reference
sequence: NP_393491.1) que codifica una proteina de 205 residuos de
aminoacidos. En este trabajo presentamos una caracterizacion funcional completa

de la SOD recombinante de T. acidophilum producida en E. coli.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kardinahl%20S%22%5BAuthor%5D

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 ANALISIS BIOINFORMATICO
A patrtir de la secuencia de nucleotidos del ORF Ta0013 se dedujo la secuencia de

aminoacidos de la proteina y se realizé un analisis bioinformético mediante la

herramienta SODa (http://babylone.ulb.ac.be/soda/) para predecir su estado de

oligomerizacién y especificidad metalica.

2.2 AMPLIFICACION

2.2.1 Crecimiento de T. acidophilum DSM-1728

Se resuspendidé una muestra congelada de células en 25 mL de medio para T.
acidophilum previamente equilibrado a 59°C en un bafio con aceite mineral (Anexo
1). El cultivo se dejé crecer durante tres dias a 150 rpm hasta alcanzar una
ODs40nm de 0.5.

2.2.2 Almacenamiento de células

Para preparar un stock de células de T. acidophilum se emple6 un cultivo aerobio
con 24 h de inoculo y una densidad celular baja (ODs4onm 0.05), este se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se le ajusté el pH a 3.0 con NaOH 7%.
Posteriormente se afiadieron 0.15 g de sacarosa por mL de cultivo y se mezclé
ligeramente hasta disolverse por completo. Finalmente se dividié el cultivo en

alicuotas de 1 mL y se congel6 a -80°C.

2.2.3 Extraccion de ADN gendmico

Se tom6 un cultivo de 250 mL de células de T. acidophilum a una ODs4onm de 0.5

aproximadamente y se centrifugd a 6000 g por 15 min a temperatura ambiente. La


http://babylone.ulb.ac.be/soda/

pastilla resultante se resuspendié en 8 mL de solucibn TNE (Anexo 2), se le
afadieron 0.125 mL de SDS 10% y se mezclé perfectamente. Una vez mezclado
se afiadieron 0.5 mL de proteinasa K a una concentracion de 20 mg/mL y se
incub6 durante 3 h a 50°C. Se tomo el lisado y se mezclé con 11 mL de fenol
saturado con solucién TE (Anexo 2). Para separar las fases organica y acuosa se
centrifugd a 5400 g por 10 min a 20°C, se transfirié la Gltima a un nuevo tubo y se
repitié el lavado con fenol. Tras recuperar la fase acuosa se le afiadieron 11 mL de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1 vol/vol) y se mezclé por 10 min. Para separar
las fases se centrifugd a 5400 g durante 10 min a 20°C, se tom¢ la fase acuosa y
se dividio en alicuotas de 3 mL aproximadamente. Se afiadieron 8 mL de etanol al
95% a cada alicuota y se incub6 por 1 h a 20°C. Para obtener la pastilla de ADN
se centrifugd a 2000 rpm por 15 min a 4°C. Una vez obtenida se resuspendio en 3
mL de etanol al 70% y se centrifugé a 1000 rpm durante 10 min a 20°C. Se repitio
el lavado con etanol y se volvié a centrifugar. Para secar la pastilla se dej6 el tubo
abierto durante 15 min a temperatura ambiente, tras lo cual se resuspendio en 2
mL de solucion TE. Posteriormente se le afiadieron 3 yL de ARNasa libre de
ADNasas a una concentracion de 10 mg/mL y se incub6 con agitacion durante 1 h
a 37°C. Finalmente se almacené en el congelador a -80°C.

2.2.4 Amplificaciéon del ORF del gen Ta0013

Tabla 1. Oligonucleodtidos

Sitios de
restricciéon
TaSOD-F1 ATGGCAGAGACATGGGAAATAAAG -
TaSOD-R1 GGATTTGAAAGCTTCGTATGCCTT -
TaSOD-F3 CATGTCATGATTATGGCAGAGACATGGGAAATAAAG BspHI
TaSOD-R2 AAGGAAAAAAGCGGCCGCGGATTTGAAAGCTTCGTATGCCTT Notl

Nombre Secuencia 5— 3’

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar por PCR el ORF del gen
Ta0013 de T. acidophilum. También se disefié un segundo par de oligonucleétidos
para afiadir dos sitios de restriccion a la secuencia para las enzimas BspHI y Notl
en los sitios 5 y 3’ de manera respectiva y poder clonarlo en el vector de

expresion pET-28a(+). Para cada reaccion de PCR se emplearon 100 ng de ADN



genomico de T. acidophilum, 0.2 uM de cada oligonucledtido, 5 yL de buffer de
PCR 10X, 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada uno de los DNTP’s y 1U de Taq
polimerasa (Invitrogen), en un volumen final de 50 pL. Los programas de
amplificacion en el termociclador se describen en la figura 1. Los productos de

PCR se verificaron en geles de agarosa 1%.

A) B)

94 °C (5 min) 94 °C (5 min)
\ v

94°C (30 5) €— 94°C (30s) €—
v v

64°C (30 s) x30 ciclos 50°C (45 s) x30 ciclos
v v

72°C (45 s) 72°C (45 s)

72°C (10 min) 72°C (10 min)

Fig. 1. Programas de amplificacion. A) PCR con el par de oligonucleotidos
TaSOD-F1 y TaSOD-R1. B) PCR con el par de oligonucle6tidos TaSOD-F3 y
TaSOD-R2.

2.3 CLONACION

2.3.1 Plasmidos

Se emplearon los vectores pCR®4-TOPO® (Invitrogen) para la clonacién del ORF

del gen Ta0013 y pET-28a(+) (Novagen) para la expresion.

Tabla 2. Plasmidos

Nombre Caracteristicas relevantes
pCR®4—TOPO® Clonacion directa de productos amplificados por la Taq polimerasa
Ampicilina y kanamicina como marcadores de seleccion.
pET-28a(+) Promotor T7

Secuencia codificante de una cola de histidinas C-terminal (Hisg-tag)
para facilitar la purificacion por cromatografia de afinidad.
Kanamicina como marcador de seleccién

Sitio multiple de clonacion




2.3.2 Clonacion en el vector pCR®4-TOPO®

El ORF del gen Ta0013 se cloné de manera directa en el vector pCR®4-TOPO®
utilizando el kit TOPO TA cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen). Se emplearon
150 ng del producto de PCR purificado por columna (Anexo 3), 1 uL de solucién
salina y 0.5 yL del vector. Se ajusto la reaccién a un volumen final de 6 yL con

agua destilada estéril y se dejo6 incubando durante 5 min a temperatura ambiente.

2.3.3 Clonacién en el vector de expresion pET-28a(+)

Para liberar el inserto deseado del vector pCR®4-TOPO® se llevé a cabo una
doble digestion utilizando 0.5 pL de la enzima BspHI (NEB), 0.5 pL de Notl
(Invitrogen), 2 pL de 1XNEBuffer 3, 2 yL de BSA 0.1%, 2 pL de Tritdn X-100 0.1%,
500 ng del vector y se ajustd el volumen a 20 yL con agua destilada estéril. La
reaccion se incubo6 a 37°C por 3 h. También se realiz6 una doble digestion del
vector pET-28a(+) bajo las mismas condiciones pero empleando las enzimas Ncol
(Invitrogen) y Notl (Invitrogen), se sustituyo el buffer por el React 3 Invitrogen y se
tomaron 480 ng del vector. El patron de corte se analizé en un gel de agarosa 1%
y se purificaron las bandas deseadas mediante el kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN) (Anexo 4).

La ligacion del vector y el inserto se efectu6 mediante el kit LigaFast™ Rapid DNA
Ligation System (Promega) utilizando 100 ng del vector pET28a(+) digerido, 22 ng
del inserto, 5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, 3U de T4 DNA Ligase y se ajusto la
reaccion a un volumen final de 10 pyL con agua libre de nucleasas. La mezcla se
incub6 durante 20 min a temperatura ambiente y se utilizé inmediatamente para
transformar una alicuota de células calcio-competentes de la cepa de E. coli
BL21(DE3)-pLySs (Anexo 5).



2.4 TRANSFORMACION

2.4.1 Transformacién de E. coli BL21(DE3)-pLySs

Se tomo una alicuota de 80 pL de células calcio-competentes de la cepa de E. coli
BL21(DE3)-pLySs y se mezcl6 con el volumen total de la reaccion de ligacién. Se
incubo la mezcla en hielo por 30 min y se sometié a choque térmico a 42°C por 2
min. Se incubd en hielo por 1 min adicional y se le afiadieron 420 uL de medio LB
liguido. Se dej6 incubando por 1 h a 37°C y se plaquearon las células en cajas con
agar LB suplementadas con kanamicina 50 ug/mL y cloranfenicol 34 pg/mL como
marcadores de seleccién (Anexo 6). Se incubaron las cajas por 12 h a 37°C y tras
la aparicion de las primeras colonias se les realizé6 una PCR de colonia para

comprobar la presencia del inserto.

2.4.2 Minipreparaciones

Para la purificacion de ADN plasmidico se empled el kit QlAprep Spin Miniprep
(QIAGEN). Se tomo6 una de las colonias con la construccién pET-28a(+)-Ta0013 y
se inoculé en 10 mL de medio LB adicionado con kanamicina 50 ug/mL y
cloranfenicol 34 ug/mL, se dej6é incubando por 12 h a 37°C y se centrifugd. Una
vez obtenido el paquete celular se resuspendié con 250 uL de Buffer P1.
Posteriormente se anadieron 250 pyL de Buffer P2, se mezclé y se agregaron 350
ML de Buffer N3. Se mezclé nuevamente y se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min.
Se tomo el sobrenadante y se vacio en una columna QIAprep Spin, se centrifugo
por 1 min y se descarté el flujo. Se afiadieron 0.75 mL de Buffer PE para lavar la
columna y se centrifug6é por 1 min. Se descarto el flujo y se centrifugd por 1 min
adicional para remover el buffer de lavado residual. Finalmente se realiz6é la
elucién con 100 yL de agua libre de nucleasas y se hizo un analisis de restriccion
de la clona asi como secuenciacibn de ADN para verificar la fidelidad de la

secuencia.



2.5 EXPRESION

2.5.1 Expresion de la proteina recombinante

Para llevar a cabo la expresion de la enzima recombinante (TaSOD) se agregd un
preinoculo de la cepa de E. coli BL21(DE3)-pLySs/pET-28a(+)-Ta0013 en 20 mL
de medio LB adicionado con kanamicina 50 ug/mL y cloranfenicol 34 pg/mL, y se
dej6 incubando a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se tomaron 16.6 mL
del cultivo para inocular 1L de medio LB fresco 1:60, se dividio el contenido en dos
botellas y se incubé a 37°C hasta alcanzar una ODgoonm de 0.5. Se adicioné IPTG
para tener un concentracion final 1mM y se incub6 10 h a 37°C y 150 rpm. Para
recuperar las células se centrifugé el total del cultivo a 20,000 g por 20 min a 4°C,
se desecho el sobrenadante y se proceso el paquete celular para la purificacion de
la proteina.

2.6 PURIFICACION

2.6.1 Preparacion del extracto crudo

La pastilla total de células de E. coli se resuspendié en 30 mL de buffer nativo de
union (Anexo 7), se incubo en hielo y se sonicd en un Ultrasonic processor GE
505, con 10 pulsos de 10 s a 30% de amplitud e intervalos de 10 s. Se centrifugd
la muestra a 20,000 g durante 20 min a 4°C, y se tomo todo el extracto crudo

(fraccidn soluble) para el proceso de purificacion.

2.6.2 Purificacién por cromatografia de afinidad

Se tomaron 1.5 mL de agarosa Ni-NTA por cada 10 mL de la fraccién soluble. Se
transfirieron a una columna y se lavaron con 6 mL de agua destilada estéril. Se
dej6 fluir el sobrenadante y la agarosa se resuspendio con 6 mL de buffer nativo
de union. Se retir0 el sobrenadante y se repitio el proceso.



Posteriormente se afiadieron 30 mL del extracto crudo a la columna de purificacion
previamente equilibrada y se dejo unir la proteina durante 3 h a 4°C con agitacion
constante. Se removio el sobrenadante y se lavd con 8 mL de buffer nativo de
lavado, este paso se repiti6 cinco veces mas. Finalmente, para recuperar la
proteina se utilizaron 8 mL de buffer nativo de elucién y se guardd la fraccion
eluida a 4°C.

2.6.3 Ultra-dialisis

La fraccion eluida se dializ6 dos veces contra buffer Tris-HCI 10 mM, pH 7 durante
24 h a 4°C empleando el kit Mini Dialysis (GE Healthcare).

2.7 ANALISIS DE LA SOD PURIFICADA

2.7.1 Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina se determind mediante el método de Lowry y usando
albumina de suero bovino (ASB) como estandar (Anexo 8).

2.7.2 Determinacion del peso molecular

Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida de gradiente 4-20% en
condiciones desnaturalizantes (Anexo 9) y el gel se tiid mediante la tincién de
Coomassie coloidal (Anexo 10).

2.7.3 Analisis de Western Blot

La proteina purificada se corrié en un gel de poliacrilamida de gradiente 4-20% en
condiciones desnaturalizantes y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa

Hybond-C (Amersham Bioscience) usando una camara Semi-Dry Transblot
(BioRad) (Anexo 11). La identidad de la proteina se confirmé empleando el
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anticuerpo primario Anti-Superoxide dismutase (MnSOD) (Sigma) y un anticuerpo
secundario IgG contra conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma). También
se corroboré con el empleo del anticuerpo primario Anti-Histidine Tag producido en
ratdbn (AbD Serotec) y un anticuerpo secundario IgG contra raton conjugado con
fosfatasa alcalina (Sigma). La deteccién de las bandas se realiz6 mediante el
método colorimétrico basado en la hidrélisis de BCIP y la reduccién de NBT.

2.7.4 Determinacion del estado de oligomerizacion

Para la determinacién del estado de oligomerizacion se corrid6 un gel nativo de
gradiente 4-20% en condiciones nativas por 24 h a 4°C (Anexo 9) y se empleé el

método de tincidn anteriormente mencionado.

2.7.5 Determinacion de la especificidad metélica

2.7.5.1 Zimograma

Se prepar6 un gel nativo de poliacrilamida en gradiente 4-20% (Anexo 9), se cargd
1 pg de la TaSOD por carril y se corrié a 80V durante 18 h a 4°C. El gel se cort6
en cuatro tiras (una por carril) y se incubaron por separado en presencia de buffer
de fosfatos 1X, NaN3; 20 mM, KCN 3 mM o H;O, 10 mM durante 30 min a
temperatura ambiente. Las tiras se enjuagaron dos veces con agua destilada. Los
pasos subsecuentes se realizaron en oscuridad. Cada carril se incubd durante 25
min con NBT 2.5 mM disuelto en PBS, se enjuagd tres veces con agua destilada y
se incubd durante 15 min con 1.1 mM de riboflavina y 1.4 mM de TEMED. Las
tiras se lavaron tres veces mas y se expusieron a una fuente de luz uniforme
(lampara LED) durante 1 h (Anexo 12).
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2.7.5.2 Cuantificacién de metales

La TaSOD purificada se envio al Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola,
Médica y Ambiental (LANBAMA, San Luis Potosi, México), donde se le determino
el contenido de metales mediante espectroscopia de emision éptica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES).

2.8 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD

2.8.1 Determinacién de la actividad SOD

La actividad SOD se determiné midiendo la capacidad de la proteina recombinante
para inhibir la reduccion fotoquimica del NBT como se describe por Lai et al.
(2008). La mezcla de reaccion contenia 2.9 mL de buffer de fosfatos 67 mM (pH
7.8), 0.2 mL de EDTA 0.1 M, 0.1 mL de NBT 1.5 mM, 5 pL de riboflavina 1.2 mM y
la dilucion apropiada de la TaSOD (15 pg) en buffer de fosfatos para llevar la
reaccion a un volumen final de 3.305 mL. Se afadid la riboflavina hasta el final y
se expuso a una fuente de luz uniforme (lampara LED) durante 4 min. La inhibicion
de la reduccion de NBT se monitoredé durante este tiempo a 560,, en un
espectrofotometro Cary BIO-50 (Varian, Palo Alto, CA) equipado con un

controlador de temperatura tipo peltier y en celda de cuarzo (Anexo 13).

Una unidad de actividad SOD se define como la cantidad requerida de enzima que

causa el 50% de inhibicion de la reduccion del NBT mediada por riboflavina.

2.8.2 Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura se analizé en presencia de buffer de fosfatos 67 mM

(pH 7.8) en un intervalo de temperatura de 15-90°C.
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2.8.3 Efecto del pH

La influencia del pH en la actividad SOD se determind incubando durante 2 h la
enzima pura en los siguientes buffers: KCI/HCI 50 mM (pH 2), Glicina/HCI 50 mM
(pH 3), CH3COOH/CH3COONa 50mM (pH 4-5), KH,PO4/NaOH 50 mM (pH 6-8) y
Glicina/NaOH 50 mM (pH 9-10). Tras el periodo de incubacion se ajusto el pH a

7.8 y se determiné la actividad residual bajo condiciones estandar a 23°C.

2.8.4 Termoestabilidad

La estabilidad térmica de la TaSOD se examino en el intervalo de 50-80°C. Se
incub6 la enzima en buffer de fosfatos 67 mM (pH 7.8) y las muestras se
removieron a intervalos fijos de tiempo, se dejaron enfriar en hielo y se determiné
su actividad residual bajo condiciones estandar. El control se defini6 como la

muestra sin tratamiento por calor.

2.8.5 Efecto de metales y agentes quimicos

La enzima se incub6 durante 1 h a 23°C en buffer de fosfatos 67 mM (pH 7.8) con
diferentes compuestos a concentraciones 0.1 y 10 mM. Los metales y agentes
quimicos que se probaron fueron: CacCl,, CoCl,, CuCl,, FeCl,, KCI, MgCl,, MnCls,
ZnCl,, SDS, urea, B-mercaptoetanol, acetona, cloroformo, DMSO, etanol y DTT. El
control se defini6 como la mezcla de la reaccién en ausencia de los compuestos

anteriores.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis bioinformatico

Con el objeto de predecir la especificidad metélica y el estado de oligomerizacion
de la TaSOD se analizé su secuencia de aminoacidos en el programa SODa. De
acuerdo a los patrones conservados (Tabla 3) el programa predijo una Fe-SOD
tetramérica (Tabla 4). Dicha prediccion se validé posteriormente por el analisis de

ICP-OES vy electroforesis nativa.

Clonacién en el vector de expresion pET-28a(+)

Se confirmé la amplificacion del ORF del gen Ta0013 en un gel de agarosa al 1%
(Fig. 2A) y se subcloné en el vector de expresion pET-28a(+), de modo que se
obtuvo la construccion pET-28a(+)-Ta0013 (Fig. 2B).

Expresion, purificacion y confirmacion de laidentidad de la TaSOD

Se determiné que las condiciones éptimas para la sobreexpresion de la TaSOD en
E. coli fueron a una temperatura de 37°C y un crecimiento por 10 h después de la
induccion con IPTG 1mM (datos no mostrados). La produccién de la proteina fue
de 43.51 mg/L.

En la Fig. 3A, después de la purificacion, se observa una banda mayoritaria de 25
kDa en el gel desnaturalizante, esta corresponde al peso teérico calculado de la
TaSOD.

La identidad de la proteina se confirmé mediante Western Blot tanto por un
anticuerpo Anti-SOD como por uno dirigido a la etiqueta de histidinas C-terminal,

observandose reaccion cruzada en ambos casos (Fig. 3B).
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Patrones Residuo(s) Posicion(es) Patrones Residuo(s) Posicién(es)
SOD (necesaria) H 26 SOD (tipica) G-D 121-156
SOD (necesaria) H 73 SOD (tipica) W-D 122-156
SOD (necesaria) D 156 SOD (tipica) W-A 122-161
SOD (necesaria) E 159 SOD (tipica) D-A 156-161
SOD (necesaria) H 160 SOD (tipica) D-Y 156-173
SOD (necesaria) H-H 26-73 SOD (tipica) E-Y 159-162
SOD (necesaria) H-D 26-156 SOD (tipica) E-Y 159-163
SOD (necesaria) H-H 26-160 SOD (tipica) H-A 160-161
SOD (necesaria) H-D 73-156 SOD (tipica) H-Y 160-163
SOD (necesaria) H-H 73-160 SOD (tipica) Y-Y 162-163
SOD (necesaria) D-H 156-160 Tetramero Fe L 72
SOD (necesaria) E-H 159-160 Tetramero Fe H 141

SOD (tipica) H 30 Tetramero Fe Y-H 34-141
SOD (tipica) Y 34 Tetramero Fe G-L 69-72
SOD (tipica) N 39 Tetramero Fe G-H 69-141
SOD (tipica) G 101 Tetramero Fe L-H 72-73
SOD (tipica) G 121 Tetramero Fe L-W 72-122
SOD (tipica) W 122 Tetramero Fe L-H 72-141
SOD (tipica) L 125 Tetramero Fe L-D 72-156
SOD (tipica) L 133 Tetramero Fe H-H 73-141
SOD (tipica) A 161 Tetramero Fe G-H 121-141
SOD (tipica) Y 162 Tetramero Fe W-H 122-141
SOD (tipica) Y 163 Tetramero Fe H-D 141-156
SOD (tipica) Y 173 Tetramero Fe H-Y 141-158
SOD (tipica) W 183 No dimero Fe G 69
SOD (tipica) H-H 26-30 No dimero Fe Y-G 34-69
SOD (tipica) H-A 26-161 No dimero Fe G-H 69-73
SOD (tipica) H-Y 30-34 No dimero Fe G-W 69-122
SOD (tipica) H-H 30-73 No dimero Fe G-Y 69-158
SOD (tipica) H-E 30-159 No dimero Mn - 59
SOD (tipica) H-H 30-160 Fe D 165
SOD (tipica) H-Y 30-163 Fe S-D 19-165
SOD (tipica) Y-H 34-73 Tetrdmero F 65
SOD (tipica) Y-H 34-160 Tetrdmero Y-F 34-65
SOD (tipica) H-W 73-122 Tetramero F-G 65-69
SOD (tipica) G-W 121-122

*La posicion de los residuos corresponde a una Fe-SOD dimérica representativa con el

alineamiento arrojado

observada en el 80% de las SODs.
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Tabla 4. Porcentajes de la prediccidn bioinformatica

Patrones Porcentajes en la TaSOD
Conservados en el 100% de las SODs 100%
Conservados en el 80% de las SODs 56.1%
Fe-SOD tetraméricas 70.62%
A) B)
| Hisy-tag
1 2 3 "’ /Promotor TT

nt

1018

pET-28a(+)-Ta0013
(5863 ph)

618nt
506

Fig. 2. A) Amplificacion del ORF del gen Ta0013. Carril 1) Marcador de peso
molecular, carriles 2 y 3) ORF del gen Ta0013. B) Mapa del vector pET-28a(+)-
Ta0013
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A) B)

kDa

Western Blot
40
Anti-SOD Anti-His
30
25 - —
20

Fig. 3. A) Sobreexpresion y purificacion de la TaSOD. Carril 1) Marcador de peso
molecular, carril 2) fraccion soluble de células de E. coli sin inducir, carril 3)
fraccion soluble de células de E. coli inducidas con IPTG, carril 4) Eluido de la

columna Ni-NTA agarosa. B) Deteccion de la TaSOD por Western Blot.
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Determinacion del estado de oligomerizacion

La TaSOD se analiz6 en un gel nativo de gradiente 4-20% y se observé una banda
de ~101 kDa (Fig. 4). Esto corrobora la presencia de un estado conformacional
tetramérico encontrado en la proteina nativa (Searcy y Searcy, 1981) que se
mantiene incluso en la proteina heterdloga expresada en E. coli, lo que valida
ademas la prediccion bioinformatica. Este tipo de oligomerizacién también se ha
encontrado en Fe-SODs de otras arqueas como Sulfolobus solfataricus (Ursby et
al., 1999) o Methanobrevibacter arboriphilus (Brioukhanov et al., 2006), asi como
en bacterias hipertermofilas como Aquifex pyrophilus (Lim et al., 1997). Tales
interacciones entre subunidades forman de manera tipica homodimeros u
homotetrameros (Bafana, 2011; Wintjens et al., 2004), cuya funcién esta

involucrada en la estabilizacion de las proteinas (Vieille y Zeikus, 2001).

Zimograma

La TaSOD se inhibié solamente en presencia de H,O, 10 mM, pero no con la
adicién de NaN3 20 mM ni con KCN 3 mM (Fig. 5), lo que indica que esta enzima
es una Fe-SOD potencial de acuerdo al patron general de inhibicion de las SODs
(Scandalios, 1993; Valderas y Hart, 2001). Para confirmar este resultado se realiz6
un analisis de ICP-OES.

Analisis de ICP-OES

La enzima recombinante presenta 2.18 moles de Fe / mol de proteina, similar a lo
reportado para otras Fe-SODs (Fridovich, 1975; McCord, 1979). Esto valida tanto
la prediccion bioinformética como los resultados obtenidos a partir del zimograma,
y cuestiona lo reportado por Searcy y Searcy (1981) quienes en su analisis de la
proteina nativa sugirieron una SOD de Fe/Zn con un contenido de 2 moles de Fe y
uno de Zn / mol de proteina. Tal composicion metalica nunca se ha encontrado en

otras SODs y la atribuimos a errores en su determinacion.
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kDA
669
440

232 Fig. 4. Andlisis de electroforesis nativa. Carril

e 1) Marcador de peso molecular, carriles 2 'y

3) TaSOD purificada.

— 101kDA

2 3 o

Tabla 5. Contenido de metales de la TaSOD

66

Fig. 5. Zimograma en presencia de varios
inhibidores. 1) Ausencia de inhibidores, 2)
NaN3 20 mM, 3) KCN 3 mM, 4) H,0, 10 mM

TasoD
(101 kDa)

Metal Concentracion (moles de
metal por mol de proteina)
Hierro 2.18
Cobre 0.18
Manganeso N.D.*
Zinc N.D.*
Niquel N.D.*

*No detectado
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Caracterizaciéon enzimética

Efecto de latemperaturay el pH

La TaSOD resulté activa en el intervalo de temperatura de 15-60°C (Fig. 6).
Generalmente la actividad de las enzimas de organismos termoéfilos e
hipertermofilos se relaciona con su temperatura 6ptima de crecimiento (Vieille y
Zeikus, 2001), sin embargo, la actividad de la TaSOD parece incrementar
ligeramente conforme la temperatura baja, esto podria sugerir la existencia de un
mecanismo transitorio de defensa en T. acidophilum contra el EO inducido por
fluctuaciones de temperatura. Cabe sefialar que solo se han descrito pocas
enzimas que son activas de manera Optima por debajo de la temperatura de
crecimiento del organismo hospedero (de 10-20°C menos) (Vieille y Zeikus, 2001),
en el caso de la TaSOD incluso ~35°C menos.

La actividad especifica calculada correspondié a 118.5 U/mg a 23°C, lo que es
comparable a las SODs de Triticum aestivum (Tabla 6). Sin embargo, su actividad
es marcadamente inferior con respecto a la de SODs provenientes de organismos
hipertermofilos como Aeropyrum pernyx y Thermus thermophilus, lo que podria
estar relacionado con las condiciones hostiles en las que habitan estos

microorganismos y su estilo de vida exclusivamente aerobico.

Respecto al efecto del pH, la enzima mostré activad en un amplio intervalo (2-10)
(Fig. 7), pero la actividad catalitica mas alta se observd a pH 6. Esto podria estar
relacionado con el hecho de que aunque el valor 6ptimo de crecimiento de T.
acidophilum oscila entre 1 y 2, su pH citoplasmico oscila entre 5.5 y 6.4 (Searcy,
1976; Baker-Austin y Dopson, 2007).

Por otro lado, también se puede ver que a valores de pH entre 2 y 5 la enzima

conserva mas de un 87% de actividad residual, e incluso un 70% a pH 10. Estos
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Fig. 6. Efecto de la temperatura en la actividad SOD

Tabla 6. Actividades enzimaticas especificas de Fe/Mn-SODs de distintos organismos

. - Temperatura Actividad g
Organismo Tipo de SOD °C) especifica (Umg) Referencia
. e 906 - Yamano, et al.
Aeropyrum pernix Cambialistica 25 175 ~ (1999)
. . Lim, et al.
Aquifex pyrophilus Fe 25 1400 (1997)
e e 1,970 - Amo, et al.
Pyrobaculum calidifontis Cambialistica 25 434 ~ (2003)
Thermoplasma acidophilum Fe 23 118.5 Este trabajo
Thermus thermophilus Fe 25 1417.5 Liu, et al. (2010)
" . Fe (SODI) 25 179 Lai, et al.
Triticum aestivum Fe(SODII) o5 114 (2008)
. Yamano y
Sulfolobus solfataricus Fe 25 481 Maruyama (1999)
Organismo no identificado* Fe 25 1890 He, et al. (2007)

*SOD obtenida a partir de una biblioteca metagenémica de una muestra de aguas termales.

*Reconstituida con manganeso. ~Reconstituida con hierro
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Fig. 7. Efecto del pH en la actividad SOD
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resultados podrian constituir un hallazgo interesante, ya que los reportes
sobre enzimas activas a pH &cidos son limitados, siendo la mayoria provenientes
de organismos termoacidofilos (Bertoldo et al., 2004). Entre algunas de las
descritas con esta propiedad estan la a-amilasa de Alicyclobacillus acidocaldarius
(PHopt 3.0) (Schwermann et al., 1994), una glucoamilasa de Picrophilus oshimae
(PHopt 2.0) (Serour y Antranikian, 2002) y una de Sulfolobus solfataricus (pHopt 5.5-
6.0) (Kim et al., 2004), entre otras.

Termoestabilidad

La proteina fue estable a 50 y 60°C (Fig. 8), conservé hasta un 52% de actividad a
70°C durante 30 min y se inactivé totalmente a 80°C por 10 min. Su vida media
(t2) aproximada fue de 35 min a 70°C, lo que es comparable con la de SODs de
organismos como Kluyveromyces marxianus (ty» 30 min, 70°C, Nedeva et al.,
2009), o SOD-I y SOD-II de Vigna radiata (t1, 27 y 21 min, 70°C, Reddy y
Venkaiah, 1984). Ademas, es mas resistente a la inactivacion por calor que SODs
de fuentes mesofilas como Thallassiosira weissflogii (t12 23 min, 55°C, Ken et al.,
2005) e incluso termotolerantes como Bacillus sp. MHS47 (ty> 40 min, 45°C,
Areekit et al., 2011). Esta es una gran ventaja debido a que en la industria
cosmeética la elaboracién de formulaciones con SOD como cremas o protectores
solares precisa de su calentamiento a altas temperaturas (Bafana et al., 2011).
Dado que hasta nuestro conocimiento no existen reportes sobre evaluacion de la
estabilidad térmica de otras SODs del orden Thermoplasmatales y aparentemente
tampoco sobre arqueas exclusivamente termofilas, este constituiria el primero en

hacerlo.
Efecto de metales y agentes quimicos
El efecto de compuestos sobre la actividad SOD se enlista en la tabla 7. Entre los

iones metalicos probados solamente el FeCl, 10 mM inhibi6o fuertemente la
actividad, lo que puede deberse a que uno de los productos de la dismutacion del
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0O, es el H,0, y cuando este entra en contacto con FeCl, se produce HO a través
de la reaccion de Fenton. Este es un radical altamente reactivo capaz de dafar las

proteinas, disminuyéndose su afinidad por el sustrato y por lo tanto su actividad.

En cuanto a los agentes quimicos empleados, solo el SDS 10 mM tuvo influencia
inhibitoria en la actividad SOD, al inducir la desnaturalizacién de la proteina.
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Fig. 8. Cinética de termoestabilidad de la TaSOD

Tabla 7. Influencia de iones metélicos y
agentes quimicos en la actividad SOD

Actividad relativa (%)

Reactivo 0.1 mM 10 mM
Ninguno 100 100
CuCl, 98 100
KCI 99 98
CaCl, 98 97
FeCl, 97 62
CoCl, 95 96
MgCl, 92 96
MnCl, 97 96
ZnCl, 91 93

SDS 99 0

Urea 98 99
2-Mercaptoetanol 98 100
Acetona 98 100
Cloroformo 98 96
DMSO 97 93
Etanol 97 95
DTT 91 96
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4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

e Se realiz6 la construccion pET-28a(+)-Ta0013 para la expresion de la SOD de
T. acidophilum en la cepa de E. coli BL21(DE3)-pLySs.

e La produccion de la proteina fue de 43.51 mg/L.

e La proteina es una Fe-SOD (2.18 moles de hierro/mol de proteina).

e Su estado de oligomerizacion es tetramérico candnico tanto en la proteina
recombinante como en la nativa.

e La proteina es activa en un amplio intervalo de temperatura (15-60°C) y pH (2-
10, 6ptimo 6).

e Es termoestable a temperaturas <60°C y tiene una ty, de ~35 min a 70°C.

e Su actividad especifica fue de 118.5 U/mg a 23°C.

e La actividad solo fue afectada por FeCl, 10 mM y SDS 10mM.

Este trabajo constituye la primera caracterizacion en detalle que se hace de una
SOD recombinante expresada en E. coli proveniente de un organismo del orden
Thermoplasmatales. Los resultados presentados podrian ser Utiles para la
produccion de la enzima recombinante asi como para el desarrollo de aplicaciones
comerciales o terapéuticas relacionada a la disminucién del dafio inducido por O,

dentro de los intervalos de temperatura y pH descritos para la proteina.
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6. ANEXOS

ANEXO 1

Medio de cultivo para T. acidophilum
1L (pH Final 1.5)
Solucion A (Elementos traza)

Solucién B

Extracto de levadura estéril 10% (peso/volumen)

Glucosa estéril 10% (peso/volumen)
H,SO,4
Agua destilada

Solucién A (Elementos traza)
1L

FeClz x 6 H,O
MnCl; x 4 H,O
Na,B,O7 x 10 H,O
ZnS0O,4 x 7 H,O
CuCl; x H,0
NaxMoO4 x 2 H,0
VoSO, x 7 H,0O
CoSO4 x 7 H,O
Agua destilada

Solucion B
1L

(NH4)2SO,4
KH,PO,
MgSO,4 x 7 H,O
CaCl; x H,0
Agua destilada
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10 mL
100 mL
10 mL
100 mL
2 mL
c.b.p.

193¢
0.18¢g
0.45¢
0.022 g
0.005¢g
0.003 g
0.0038 g
0.002 g
c.b.p.

13.2 ¢
3.72¢g
2.72 ¢
0.74 g
c.b.p.



ANEXO 2

Soluciones para extracciéon de ADN gendmico de T. acidophilum

Solucién TNE

50 mL

Tris HClI 1 M 5mL
NaCl 1 M 5mL
EDTAO5M 5 mL
Agua destilada estéril c.b.p.

Solucion TE

50 mL

Tris HCI 1 M 500 pL
EDTAO05M 200 pyL
Agua destilada estéril c.b.p.
ANEXO 3

Protocolo de purificacion de los productos de PCR (QIAquick PCR
Purification Kit, QIAGEN)

1. Afadir cinco volimenes de buffer PB a un volumen de la muestra de PCR y
mezclar (250 pL de buffer PB por cada 50 pL de la muestra).

Colocar una columna QIAquick en un tubo de 2 mL.

Aplicar la muestra al centro de la columna y centrifugar de 60 s a 17, 900 g.
Descartar el fluido. Colocar la columna en el mismo tubo.

Lavar la columna con 0.75 mL de buffer PE. Centrifugar 60 s.

o 0k w DN

Descartar el fluido, colocar la columna otra vez y centrifugar durante un

minuto adicional.
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7. Colocar la columna en un tubo nuevo de 1.5 mL. Eluir con 50 pyL de agua
libre de nucleasas (pH 7.0-8.5). Esperar un minuto y centrifugar por un

minuto.

ANEXO 4

Protocolo de purificacion de ADN a partir de banda (QIAquick Gel Extraction
Kit, QIAGEN).

1. Cortar el fragmento de ADN del gel con un escalpelo limpio.

2. Pesar el gel en un tubo. Anadir tres volimenes de buffer QG a un volumen
de gel (Ej. 300 uL de buffer QG por 100 mg de gel).

3. Incubar a 50°C por 10 min o hasta que el gel se disuelva por completo.

4. Revisar que el color de la mezcla sea amarillento.

5. Afadir un volumen de isopropanol igual al peso del gel (Ej. 100 pL de
isopropanol por cada 100 mg de gel).

6. Aplicar la muestra a una columna QIAquick, centrifugar a 17, 900 g por 1
min y descartar el flujo.

7. Afadir 0.5 mL de buffer QG y centrifugar 1 min. Descartar el flujo.

8. Lavara con 0.75 ml de buffer PE. Descartar el flujo al centrifugar y repetir
centrifugado por 1 min adicional.

9. Colocar la columna en un tubo nuevo y eluir con 30 yL de agua libre de
nucleasas. Dejar reposar 1 min para incrementar la concentracion y

centrifugar 1 min.

ANEXO 5

Preparacién de células calciocompetentes

1. A partir de un cultivo en placa inocular 20 mL de medio LB e incubar
durante toda la noche a 37°C con agitacion constante.
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2. Afadir 1 mL del preinéculo a 50 mL de medio LB. Muestrear cada hora
hasta alcanzar una ODggonm 0.5.

3. Vaciar el cultivo en tubos de centrifuga de 50 mL y enfriar durante 20 min.

4. Al término del lapso de tiempo mencionado centrifugar a 7000 rpm durante
10 min a 4°C.

5. Una vez formada la pastilla eliminar el sobrenadante y resuspenderla en 15
mL de CaCl, 0.1 M estéril. Dejar reposar en hielo durante 30 min y agitar de
manera ligera periédicamente.

6. Centrifugar a 7000 rpm por 10 min a 4°C y eliminar el sobrenadante.
Resuspender las células en 350 yL de CaCl, 0.1 M y agregar 50 uL de
glicerol al 80%.

7. Hacer alicuotas de 80 uL por vial y almacenar a -80°C.

ANEXO 6

Antibidticos

Preparacion stock de cloranfenicol (34 mg/mL)

Cloranfenicol 0.034 g

Etanol o metanol 1mL

Preparacion stock de kanamicina (50 mg/mL)

Kanamicina 0.05¢

Agua destilada estéril 1mL

Preparacion de stock de ampicilina (200 mg/mL)

Ampicilina 0.2¢9

Agua destilada estéril 1mL

Filtrar con un filtro Millipore Millex® GV 0.22 pL y almacenar a -20 °C en un tubo
eppendorf,
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ANEXO 7

Soluciones para la induccion de la expresion y purificaciéon de la proteina

recombinante.

IPTG 1M
IPTG 0.2383 g
Agua destilada estéril 1mL

Filtrar con un filtro Millipore Millex® GV 0.22 L, almacenara-20 °C en un tubo

eppendorf y proteger de la luz.

Buffer nativo de purificacion 5X (pH 8.0)

200 mL

Na;HPO4 6.898 g
NaCl 29.22 g
Agua destilada estéril c.b.p.

Imidazol 3M pH 8

50 mL

Imidazol 10.3 g
Buffer A 10X 4.385 mL
Buffer B 10X 0.615 mL
Agua destilada estéril c.b.p.

Buffer A 10X

5 mL

Na;HPO,4 0.13799¢g
NaCl 1.461 g
Agua destilada estéril c.b.p.
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Buffer B 10X

1mL

NaHPO4 0.02839 g
NaCl 0.2922 g
Agua destilada estéril c.b.p.

Buffer nativo de purificacion 1X (pH 8.0)

Agua destilada estéril 80 mL

Buffer nativo de purificacion 5X 20 mL

Buffer nativo de unién (pH 8.0, Imidazol 10 mM)

30 mL
Buffer nativo de purificacion 1X 30 mL
Imidazol 3M 100 pL

Buffer nativo de lavado (pH 8.0, Imidazol 20 mM)

50 mL
Buffer nativo de purificacion 1X 50 mL
Imidazol 3M 335 uL

Buffer nativo de elucién (pH 8.0, Imidazol 250 mM)

15 mL

Buffer nativo de purificacion 1X 13.75 mL
Imidazol 3M 1.25 mL
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ANEXO 8

Soluciones para cuantificacidon de proteinas por el método de Lowry

Solucién A

50 mL

CuSO4 x 5 H,O 0.25¢
Agua destilada estéril c.b.p.
Solucién B

50 mL

KNaC4H406 05¢g
Agua destilada estéril c.b.p.
Solucion C

500 mL

Na,CO3; 10g
NaOH 0.1 N c.b.p.
Solucion D

Solucién A 1mL
Solucién B 1mL
Solucion C 98 mL

Solucién de Folin-Ciocalteu (SFC)*

1:2
Reactivo de Folin-Ciocalteu 10 mL
Agua destilada estéril 10 mL

*Preparar en fresco.
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Tubo Bco 1 2 3 4 5
ASB 0 pL 25puL | 50puL | 75puL | 100 pL | 125 L
Agua destilada 1000 yL [ 975puL [ 950 pL | 925 uL | 900 pL | 875 pL
Reactivo D 5 mL SmL | 5mL | 5mL 5mL 5mL
Reposo 10 min
SFC 500 pL 500 pL [ 500 pL [ 500 pL | 500 pL | 500 pL
Reposo 30 min

Medicion a 590 nm

ANEXO 9

Soluciones para electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones

desnaturalizantes y condiciones nativas

Acrilamida 30% (19:1)

1L

Acrilamida 285¢g
Bisacrilamida 159
Agua destilada estéril c.b.p.

Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8)

100 mL

Tris base 18.15¢
Agua destilada estéril c.b.p.
SDS 10%

10 mL

SDS lg
Agua destilada estéril c.b.p.
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PSA 10%
1 mL
PSA

Agua destilada estéril

Buffer de corrida 40X (SDS-PAGE)
400 mL

Tris base

Glicina
SDS 10%

Agua destilada estéril

Buffer de corrida 1X (NATIVE-PAGE)
1L

Tris base
Glicina

Agua destilada estéril

Buffer Laemmli (SDS-PAGE)
Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8)
Glicerol

Azul de bromofenol
SDS 2%

Agua destilada estéril

Buffer de carga 5X (NATIVE-PAGE)
Tris-HCI 1.5 M (pH 6.8)

Azul de bromofenol 1%

Agua destilada esteéril
Glicerol
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0.1g
c.b.p.

48 ¢
309
160 mL
c.b.p.

14.4¢g
c.b.p.

2.5mL
2.8 mL
0.025¢g
2 mL
c.b.p.

15.5 mL
2.5mL
7 mL
25 mL



Gel desnaturalizante (gradiente 4-20%, 1.5 mm de grosor)

4% 20% Concentrador
Acrilamida 30% (19:1) 730 uL 3630 pL 330 L
Tris-HCI 1.5M (pH 8.8) 1380 uL 1380 uL 630 uL
SDS 10% 55 uL 55 uL 25 uL
Agua destilada estéril 3300 uL 410 yL 1500 pL
TEMED 5uL 3 uL 6 uL
PSA 10% 24 uL 24 uL 15 uL
Gel nativo (gradiente 4-20%, 1.5 mm de grosor)

4% 20% Concentrador
Acrilamida 30% (19:1) 666.5 L 3333 yL 335 uL
Tris-HCI 1.5M (pH 8.8) 1250 pL 1250 L 500 pL
Agua destilada estéril 3083 uL 417 uL 1150 uL
TEMED 5 L 2.5 L 2.5 L
PSA 10% 25 uL 25 uL 1.5uL
ANEXO 10
Tincion de Coomassie coloidal
Solucion de fijado
500 mL
Metanol 250 mL
Acido fosférico 10 mL
Agua destilada estéril c.b.p.
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Solucién de hidratacion

500 mL

Metanol 165 mL
Sulfato de amonio 85¢g
Acido fosforico 15 mL
Agua destilada estéril c.b.p.

Disolver el sulfato de amonio con un poco de agua, mezclar con el resto de los

componentes y aforar a 0.5 L.

Solucién de tincidn

100 mL
Solucién de hidratacion 100 mL
Coomasie G-250 0.06 g

Protocolo de tincién

Fijar con la solucion de fijado durante 3 h o toda la noche.
Dar tres lavados de 10 min cada uno con agua destilada.
Hidratar durante 1 h con la solucion de hidratacion.

A

Tefiir con la solucién de tincion durante algunas horas.
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ANEXO 11

Western Blot

Buffer de transferencia Towbin
1L

Tris base
Glicina
SDS 10%
Metanol

Agua destilada estéril

Rojo de Ponceau
10 mL

Ponceau xilidina
Acido acético glacial

Agua destilada estéril

PBS 20X pH 7.5
500 mL

NaCl

KCI

Na;HPO4
KH,PO,4

Agua destilada estéril

Solucion de blogueo
30 mL

Gelatina

PBS 1X
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58¢g
299
3.7 mL
200 mL
c.b.p.

0.05¢
500 pL
c.b.p.

80g

14.4 g
249
c.b.p.

1.25¢
309



Solucion de lavado
PBS 1X

Solucién anticuerpo primario (dilucién 1:1000)
10 mL
PBS 1 X

Gelatina

Anticuerpo

Solucion anticuerpo secundario (dilucion 1:10,000)

10 mL
PBS 1X
Gelatina
Anticuerpo

Buffer AP
100 mL

Tris base
MgCl, x 6 H,O
NaCl

Agua destilada estéril

Solucion de revelado
10 mL

Buffer AP

NBT 50 mg/mL

BCIP 50 mg/mL
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30 mL

10 mL
0.1g
10 uL

10 mL
0.1g
1uL

121g¢g
151¢g
0.58¢
c.b.p.

10 mL
66 pL
33 yL



Protocolo de Western Blot

1. Realizar geles de poliacrilamida (desnaturalizantes o nativos) por duplicado.
Tefir uno de ellos mediante tincién de Coomassie coloidal.

2. Humedecer una membrana de nitrocelulosa, papel filtro y el gel con buffer
de transferencia Towbin durante 15 min.

3. Colocar el papel filtro en la placa de la camara de transferencia, eliminando
todas las burbujas que se formen.

4. Colocar la membrana sobre el papel filtro, colocar el gel sobre esta y
nuevamente evitar la presencia de burbujas.

5. Colocar el segundo papel filtro sobre el gel. Colocar la tapa de la camara y
conectar. Correr a 10V durante 30 min.

6. Teiir con rojo de Ponceau (si se empleo un marcador pretefiido se puede
saltar este paso).

7. Lavar la membrana con agua destilada hasta retirar todo el colorante.
Efectuar un lavado con PBS 1X.

9. Incubar la membrana con la solucién de bloqueo por 8 h o durante toda la
noche a temperatura ambiente y en agitacion constante.

10. Lavar la membrana cuatro veces durante 5 min cada vez con PBS 1X.

11. Incubar la membrana con la solucién del anticuerpo primario durante 8 h a
4°C y con agitacion constante.

12. Lavar la membrana 5 veces durante 5 min cada vez con solucion de
lavado.

13. Incubar la membrana con la solucién del anticuerpo secundario durante 2 h
a temperatura ambiente y con agitacién constante.

14. Lavar la membrana con PBS 1X por 5 veces durante 5 min por vez.

15. Lavar dos veces con buffer AP.

16. Revelar la reaccion con la solucion de revelado. El desarrollo de la reaccion
solo lleva algunos minutos.

17.Detener la reaccion con agua destilada y dejar que seque la membrana.
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ANEXO 12

Zimograma

Solucién de riboflavina

Riboflavina
PBS 1X

Solucién de TEMED
TEMED
PBS 1X

Soluciéon de NBT
NBT
PBS 1X

Solucion de cianuro de potasio
KCN
PBS 1X

Solucion de peroxido de hidrégeno

H.O, 1M
PBS 1X

Solucién de azida de sodio
NaNs
PBS 1X

0.0103 g
25 mL

0.035 mL
25 mL

0.09198 g
45 mL

0.0048 g
25 mL

0.25mL
24.75 mL

0.0325¢
25 mL
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ANEXO 13

Reactivos del ensayo espectrofotométrico para la determinacion de la
actividad SOD.

NBT 1.5 mM

50 mL

NBT 0.06132 g
Agua destilada estéril c.b.p.
EDTA 0.1 M

100 mL

EDTAO5M 20 mL
Agua destilada estéril c.b.p.

Buffer de fosfatos 67 mM

50 mL

Fosfato monosodico monohidratado 0.0481 ¢
Fosfato disddico heptahidratado 0.8044 g
Agua destilada estéril c.b.p.

Riboflavina 1.2 mM

50 mL
Riboflavina 0.02225 ¢
Agua destilada estéril c.b.p.
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