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RESUMEN

La proteina p53 es un factor de transcripcion importante en la respuesta celular
contra varios tipos de estrés como la hipoxia. En células de humano se demostro que la
proteina p53 es inducida por la hipoxia. En humanos, p53 previene el desarrollo de
tumores mediante dos mecanismos principales, el arresto del ciclo celular y la induccion
a la muerte celular por apoptosis. Existe poca informacion sobre las caracteristicas de p53
en organismos invertebrados. En el camardn blanco, esta involucrada en mecanismos de
respuesta contra el estrés oxidativo. Por ello, es necesario investigar posibles mecanismos
moleculares mediados por p53 que le permiten al camardn sobrevivir a ambientes
hipdxicos. El objetivo del presente trabajo fue cuantificar los transcritos de p53 y detectar
la presencia de la proteina en tejidos del camaron blanco Litopenaeus vannamei sometidos
a hipoxia. Se evalud la expresion génica de p53 mediante RT-gPCR. También se clond la
secuencia codificante de p53 en el vector de sobreexpresion pTXB1 para la produccion
de anticuerpos policlonales anti-p53. Se encontré que p53 se expresa 4 veces mas en
branquias que en hepatopancreas bajo condiciones normales. Los transcritos de p53
aumentaron 4.5 veces en branquias a las 3 horas y 2.3 veces a las 24 horas de hipoxia,
mientras que en hepatopancreas no se detectaron cambios. La proteina p53 se detectd en
extractos nucleares de branquias y hepatopancreas durante condiciones de normoxia,
mientras que en hipoxia, solo se detectd en los extractos nucleares. Estos resultados
indican que la proteina p53 es inducida y activada por efecto del estrés por hipoxia en el

camaroén blanco.

Palabras clave: p53, hipoxia, Litopenaeus vannamei, expresion de genes, camaron

blanco
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ABSTRACT

The p53 protein is an important transcription factor for the cellular response
against various types of stresses, including hypoxia. Hypoxia induces p53 in human cells.
The p53 protein prevents tumors development mainly by two mechanisms, cell cycle
arrest or induction of cell death by apoptosis. Little is known about the characteristics of
p53 protein in invertebrates. In the white shrimp, p53 is involved in the response against
oxidative stress. Therefore, it is necessary to investigate whether or not a p53 mediated
mechanisms contributes to the survival of shrimp in hypoxic environments. The aim of
this study was to quantify the p53 transcripts and to detect the presence of the protein in
white shrimp tissues under normoxic and hypoxic conditions. p53 gene expression was
evaluated by RT-qPCR. In addition, the p53 coding sequence was cloned in the
overexpression vector pTXBL1 for the production of anti-p53 policlonal antibodies. It was
found that the expression of p53 transcripts in gills is 4 times higher than in
hepatopancreas under normal conditions. Also, hypoxia caused a 4.5 fold increase in the
transcripts after 3 hours and a 2.3 fold increase after 24 hours of exposure, while in
hepatopancreas did not have an effect on p53 transcripts. p53 protein was detected in the
nuclear extracts from gills and hepatopancreas under normoxic conditions, while in
hypoxia, p53 was detected only in the nuclear extracts from gills and hepatopancreas.
These results suggest that the p53 protein is induced and activated by hypoxia in the white
shrimp.

Key words: p53, hypoxia, Litopenaeus vannamei
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ANTECEDENTES

El gen p53

El gen TP53 codifica para la proteina p53 y se le conoce como “el guardian del
genoma” (Bai y Zhu, 2006). El gen TP53 de humano se encuentra localizado en el brazo
corto del cromosoma 17 (17p13.1), es de 20 kb y estd conformado por 11 exones que
producen un RNA mensajero (mMRNA) de 3 kb con un marco de lectura abierto (ORF) de
1179 pb y codifica una proteina de 53 kDa. (George, 2011; Naccarati y cols., 2012). TP53
se encuentra en forma latente bajo condiciones normales, y no es hasta que se presenta
algun tipo de estrés cuando ocurre su activacion (George, 2011). En mas del 50% de los
canceres en humanos la funcién de p53 esta disminuida por mutaciones del gen (McLure
y Lee, 1998). Estudios realizados en ratones, demostraron que las mutaciones o la pérdida
completa del gen TP53 predisponian al desarrollo espontaneo de varios tipos de tumores
(Donehower y cols., 1992).

La proteina p53

La proteina p53 se identificd por primera vez en 1979 como una proteina
relacionada a la transformacién celular que se acumulaba en el ndcleo de células
cancerosas y que se unia fuertemente al antigeno T del virus vacuolado del simio (SV-40)
(Bai y Zhu, 2006). En un principio se creia que p53 tenia actividad oncogénica debido a
gue su sobreexpresion causaba la transformacion de células. Sin embargo, estudios
subsecuentes demostraron que la funcién normal de p53 era anti-oncogénica, ya que la
introduccion de p53 en células cancerosas causaba la supresion del crecimiento celular
(Bensaad y cols., 2006).

La proteina p53 juega un papel importante en la respuesta celular a diversos tipos
de estrés entre los que se encuentra el dafio al DNA vy la hipoxia (Bensaad y cols., 2006).

Esta proteina previene el desarrollo de tumores por medio de distintos mecanismos

1



(Bourdon y cols., 2003). p53 es un factor de transcripcion que se une a secuencias
especificas de DNA e induce la activacion de un gran nimero de genes con distintas
funciones. Entre estas funciones se encuentran el arresto del ciclo celular y la muerte

celular por medio de apoptosis (Green y Kroemer; 2009; Loughery y Meek, 2013).

Estructura

La p53 es una fosfoproteina nuclear de 53 kDa formada por 393 amino&cidos que
conforma tetrameros en solucién y tiene varios dominios estructurales y funcionales. En
la estructura de p53 se distinguen tres partes, el dominio de transactivacion N-terminal, el
dominio nuclear o region central y el dominio de oligomerizacién C-terminal (Figura 1)
(Bai y Zhu, 2006). EI dominio central es el responsable de la union especifica de la
proteina a la secuencia de DNA de los genes blanco. La mayoria de las mutaciones de la
proteina se encuentran en el dominio central lo que ocasiona la pérdida de afinidad hacia
el DNA. El dominio carboxilo terminal funciona como un sitio de regulacion negativa de
la proteina y estd involucrado en la induccion a muerte celular (Ko y Prives, 1996;
Okorokov y cols., 2005).

Dominio N-terminal Regién Central Dominio C-terminal
I | 1 I
61-94 [ 102-292 | |324-355| | 363-393]
7 NLS NES ‘
Dominio de Regidn rica Sitio de union al ADN Dominio de Dominio
transactivacion en profina tetramerizacion regulador

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de la proteina p53 de humano. Los nimeros
corresponden a los aminoacidos de la estructura primaria. Tomada de Bai y Zhu, (2006).

Familia p53

En humano se han identificado dos proteinas pertenecientes a la familia p53 a las
que se les denomind p63 y p73 (Marcel y cols., 2011). Los genes que codifican para este
grupo de proteinas tienen dominios estructurales analogos y una alta homologia en la

secuencia de aminoacidos. Por eso, comparten similitudes estructurales, bioquimicas y



bioldgicas. La secuencia de aminoacidos que presenta mayor similitud es el dominio de
union al DNA. Este dominio es el mas conservado, lo que sugiere que la regulacion de la
transcripcion tiene un papel importante dentro de las funciones que son atribuidas a p53
(Wei y cols., 2011).

Las estructuras de los genes que codifican para p63 y p73 tienen mayor similitud
entre ellas que con p53 (Figura 2), y realizan funciones similares a las de p53, como unirse
a DNA, transactivar genes de respuesta de p53 e inducir apoptosis (D6tsch y cols., 2010).
Unarazén de la diversidad en las funciones de p53, p63 y p73 se encuentra en la estructura
del gen. Los miembros de la familia de p53 y sus isoformas se pueden unir

diferencialmente a diversos promotores (Irwin y Kaelin, 2001; Miller y cols., 2007).

~TA [PR DBD
p53 N M C
22% 60% 38%
~TA IEHl DBD BNODEN PRI sAMm
P63 N o v e T wwwvwws C
30%_ 63% 38%
p73 N -:-—!A;_J- m_=!-§w- wawwC

Figura 2. Representacion esquematica de las proteinas de la familia de p53. Donde, (TA) dominio
N-terminal; (DBD) dominio de unién al DNA; (OD) dominio de oligomerizacién, (SAM)
motivo alfa esteril; (PR) regiones ricas en prolina. Los porcentajes corresponden a la
identidad de p63 o0 p73 con respecto a p53. Tomada de Détsch y cols., (2010).

p63y p73 juegan un papel importante en el desarrollo normal de la célula, y también estan
implicadas en la respuesta de la tumorigénesis en humanos debido a que activan la
produccidn de proteinas que tienen funciones agonistas o antagonistas hacia p53 (Muller
y cols., 2007). En estudios en ratones que carecian de p53, p63 y p73 se encontrd que la
expresion de p63 y p73 era mas importante para el desarrollo del raton que la expresion
de p53. Ademas, la pérdida de p73 no predispuso al raton a cancer (Détsch y cols., 2010).



Funciones

La p53 actlia como un supresor tumoral, por lo que es esencial en el mantenimiento
de la estabilidad celular (Bai y Zhu, 2006). Ademas, inhibe la proliferacion de células
anormales que fueron sometidas a algun tipo de estrés oncogénico para asi detener el
desarrollo de tumores (Bourdon y cols., 2003). p53 regula el destino de las células en
respuesta a una gran variedad de sefiales, que incluyen el dafio al DNA, el choque térmico,
la hipoxia y la sobreexpresion oncogénica (Girardini y cols., 2014). Una vez que se activa
p53 se presentan diversas respuestas bioldgicas que ocurren a nivel celular, p53 tiene la
capacidad de activar o suprimir la expresion de genes involucrados en distintas vias de
respuesta mediante su unidn asitios especificos reguladores de los genes de respuesta (Bai
y Zhu, 2006).

Se han reportado una gran cantidad de genes involucrados en el arresto del ciclo
celular asi como en la reparacion del dafio al DNA y la induccion a apoptosis. Estos genes
presentan diversas funciones y son efectores de varias vias de sefializacion (Espinosa y
cols., 2003). Entre ellos se encuentran p21 y Gadd45 (Growth arrest and DNA damage),
encargados del arresto del crecimiento celular, y genes de la familia Bcl-2 involucrados
en la via de la apoptosis (Bai y Zhu, 2006; Chung y cols., 2014). Se ha reportado que p53
pudiera estar asociada a la reparacién del dafio al DNA por medio de la reparacion por
escision de bases (BER por sus siglas en inglés) (Souza-Pinto y cols., 2004). En dicho
estudio, se encontrd que en ratones que carecian de p53 estaba disminuida la actividad de

la enzima y polimerasa, encargada de agregar nucledtidos.

Regulacion del ciclo celular

El arresto del ciclo celular es una de las principales respuestas inducidas por p53
(Bai y Zhu, 2006). En esta etapa se asegura que el ciclo celular pueda concluirse
correctamente. En caso de presentarse dafio al DNA, la regulacion en los puntos de
revision del ciclo celular evita el paso a la siguiente fase permitiendo que el dafio causado
sea reparado. La p53 puede causar el arresto del ciclo celular en la fase G1, G2 0 S. Se
considera que el arresto en la fase G1 previene la replicacion de DNA dafiado, mientras
que en la fase G2 evita la segregacién de cromosomas dafiados (Senturk y Manfredi,
2013).



La proteina p21. Dentro de los efectores inducidos por p53, la proteina p21 es uno de los
mas importantes (Bai y Zhu, 2006). La p21 actta como un inhibidor de cinasa dependiente
de ciclina (CDK) evitando que los complejos CDK-ciclina, fosforilen proteinas que estan
involucradas en la transicion de la fase G a la fase S causando el arresto del ciclo. Sin
embargo, la regulacion del ciclo puede ocurrir de manera independiente de las ciclinas y
del CDK (Cazzalini y cols., 2010; Senturk y Manfredi, 2013). La p21 tiene alta afinidad
por el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), uniéndose para evitar la
interaccion de entre el PCNA con lay polimerasa y con otras proteinas involucradas en la
fase de elongacion, inhibiendo directamente la replicacion del DNA (Abbas y Dutta, 2009;
Senturk y Manfredi, 2013).

La importancia de p21 dependiente de p53 en el arresto del ciclo celular se
demostro por Waldman y cols. (1995), en donde se evaluaron células de cancer de colon
a las que se elimino el gen que codifica para la proteina p21. En las células que carecian
de p21, el punto de revision en G1 no fué interrumpido. Aunque inicialmente se penso
que la proteina p21 estaba involucrada solamente en el punto de revision en G1, se
demostro que juega un papel importante en la fase G2. Sin embargo, la demora de la fase
G2 no es tan eficiente como la de la fase G1, ya que ésta se pierde a través del tiempo lo
que ocasiona que las células entren a mitosis sin reparar el dafio causado al DNA (Senturk
y Manfredi, 2013).

La proteina Gadd45. Otro de los efectores que son inducidos por p53 en respuesta al dafio
al DNA es la proteina Gadd45. En estudios realizados en células de ratén, se demostro
que la eliminacion del gen que codifica a Gadd45 ocasiona cambios celulares, mismos
que fueron observados en células deficientes de p53 (Hollander y cols., 1999). Gadd45
pertenece a una familia de tres genes denominados Gadd45a, Gadd45b y Gadd45g. La
proteina codificada por el gen Gadd45a es el unico miembro de la familia que es activado
por p53 (Liebermann y Hoffman, 2008). EI aumento en la expresion de Gadd45 participa
en la retraso de la fase G2 del ciclo celular, y fue demostrado por Wei y cols. (1999) en
donde células que carecian del gen p53 en comparacion con células que si presentaban

p53, no tuvieron arresto en la fase G2 por efecto de Gadd45.



Gadd45a puede estar asociada a diferentes proteinas como el PCNA y p21,
proteinas importantes en la regulacion de la replicacion del ADN y el crecimiento celular
(Sheikh y cols., 2000; Moskalev y cols., 2012). La inhibicion de la fase G2 ocurre por
medio de la interaccion de Gadd45 con el complejo CDK1/Ciclina B1. Este complejo
controla el paso de la fase G2 a la fase de mitosis. Gadd45 acttia asocidndose a CDK1 lo
que causa la disociacion e inhibicion del complejo (Moskalev y cols., 2012). Gadd45
también participa en la reparacion del dafio al DNA por medio de la interaccion con PCNA
que esta involucrado en la via de la reparacién del genoma (Global Genome Repair), que
forma parte de la reparacion por escision de nucledtidos (NER). Ademas, la interaccion
de Gadd45 con p21 induce el arresto del ciclo celular en la fase G1 (Sheikh y cols., 2000).

Induccidn a apoptosis

La p53 puede inducir el arresto del ciclo celular o la muerte, dependiendo del tipo
y de la severidad del dafio causado al DNA. Si este dafio es muy severo y no puede ser
reparado por los mecanismos empleados en el arresto del ciclo celular, se induce la muerte
celular por medio de apoptosis (Chen y cols., 2013). La apoptosis mediada por p53 es un
mecanismo importante ya que inhibe la progresion tumoral (Ko y Prives, 1996; Bai y Zhu,
2006), por un proceso complejo mediado por eventos moleculares como la activacion de
genes pro-apoptaéticos, entre los que se encuentran Bax (Proteina Bcl-2 asociada a X),
Puma (Modulador de apoptosis inducido por p53), Noxa, p53AIP (Proteina inductora de
apoptosis 1 regulada por p53), entre otros (Sun y cols., 2006). La apoptosis puede ocurrir
por medio de dos vias, la intrinseca o la extrinseca, las cuales son altamente reguladas
(Fridman y Lowe, 2003). Los productos de los genes que son activados por p53 pueden

inducir apoptosis por cualquiera de estas dos vias (Bai y Zhu, 2006).

Via intrinseca. La via intrinseca, también llamada “via mitocondrial”, estd asociada con
la liberacion del citocromo c y otras proteinas del espacio intermembranal. Estas proteinas
son liberadas hacia el citoplasma en respuesta a la activacion de moléculas proapoptoticas
(Schuler y cols., 2000; Haupt y cols., 2003; Maximov y Maximov, 2008). Las proteinas
Bcl-2 son los principales miembros que participan en este tipo de via y son reguladoras
de la permeabilidad de la membrana citoplasmatica (Maximov y Maximov, 2008). La

familia de las Bcl-2 se divide generalmente en dos grupos, el de las proteinas pro-



apoptdticas y el de las proteinas anti-apoptdticas. Dentro de estos grupos las proteinas
pueden ser clasificadas en base a la similitud de la estructura con los dominios homologos
de Bcl-2 y su dominio transmembrana. Se pueden encontrar tres clases de proteinas de la
familia Bcl-2, proteinas anti-apoptoticas, como Bcl-XL; proteinas pro-apoptéticas, como
Bax y Bak antagonistas de funciones anti-apoptoticas; y la proteina Bh-3 como PUMA
(Modulador de apoptosis inducido por p53, por sus siglas en inglés) y Noxa (Burns y El-
Deiry, 1999; Bai y Zhu, 2006).

La activacion de los genes pro-apoptoticos causa la liberacion del citocromo ¢, que
se une al factor apoptético activador de proteasa 1 (Apaf-1), lo que ocasiona la formacion
del complejo del proteosoma. Este complejo activa a la caspasa 9 que a su vez induce la
accion de las caspasas 3, 6 y 7 lo que lleva a la muerte celular por apoptosis (Burns y El-
Deiry, 1999; Haupt y cols., 2003). p53 induce la liberacion del citocromo ¢ por medio de
una via que involucra a Bax que fue el primer miembro de la familia Bcl-2 que se demostré
que era activado por p53 (Bai y Zhu, 2006). p53 también induce la expresion de Apaf-1
por medio de interacciones con el promotor en el gen Apaf-1. Soengas y cols. (1999),
demostraron en células murinas, que la muerte celular por apoptosis requiere de la
presencia de p53 asi como de Apaf-1y la caspasa 9. La proteina PUMA es otro miembro
importante de la familia Bcl-2, en respuesta al dafio al DNA esta proteina es transactivada
por p53. La proteina PUMA actla como molécula de transporte de sefiales de muerte a la
mitocondria induciendo alteraciones en este organelo y activando las caspasas lo que
[levara a la muerte celular (Nakano y Vousden, 2001; Yu y Zhang, 2009).

Via extrinseca. La apoptosis por medio de la via extrinseca, ocurre con la union de
moléculas a receptores especificos situados en la membrana celular (Patifio, 2009). Esta
via se caracteriza por la expresion de receptores de membrana, sus contrapartes
inhibitorias, y ademas sus proteinas citoplasmaticas asociadas (Fridman y Lowe, 2003).
La via extrinseca de apoptosis se inicia con la expresion de receptores que pertenecen a la
familia del factor de necrosis tumoral (TNF-R) incluyendo TNFa, el ligando Fas (También
Ilamado CD95 o APO1) y el ligando APO2 que activa los receptores de la familia
TNF/GNF. Fas se une a la proteina FADD (Dominio de muerte asociado a FAS) lo que

forma el complejo de sefiales de induccidn a apoptosis (DISC) y esto lleva a la activacion



de caspasas que finalmente inducen la muerte celular (Haupt y cols., 2003). p53 puede
promover la via extrinseca por medio de la induccion de genes que codifican a proteinas
transmembranales como Fas, DR4, DR5 o evitando la inhibicién en la produccién de las
proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP) (Haupt y cols., 2003; Bai y Zhu, 2006).

Regulacion

La p53 se mantiene en muy bajas concentraciones en condiciones normales en la
célula y en forma latente inactiva. Estas bajas concentraciones de p53 en el citoplasma se
mantienen asi mediante su rapida degradacion (Liang y Clarke, 2001). Durante la
progresion del ciclo celular los bajos niveles de p53 deben de ser controlados de forma
precisa. La p53 tiene una vida media corta que puede durar solo minutos. Sin embargo, en
caso de presentarse algun tipo de estrés, la vida media de la proteina puede alargarse hasta

varias horas, incrementandose asi los niveles presentes en la célula (Bai y Zhu, 2006).

La p53 puede activarse en respuesta a un gran nimero de sefiales. En estos casos,
las proteinas involucradas en la deteccion y la reparacion del dafio al DNA contienen
enzimas que comunican a p53 que existe un dafio. La exposicion de la proteina a este tipo
de sefiales puede causar un incremento marcado en su concentracion. La activacion puede
ocurrir mediante dos maneras: 1) por medio de modificaciones pre-traduccionales que
causan un incremento en la sintesis de la proteina ademas de evitar su degradacion y 2)
por medio de modificaciones post-traduccionales que resultan en la fosforilacién,
acetilacion, metilacion, y mono-ubiquitinacion de p53, lo que lleva a su estabilizacion y
acumulacion (Oren, 1999; Harris y Levine, 2005).

La activaciéon de p53 puede regularse en tres niveles. Primero, ocasionando un
incremento en la concentracion de la proteina mediante el aumento de la transcripcion o
alargando su vida media. Segundo, por medio de la transformacion de la proteina a su
conformacién activa. Tercero, por la translocacion de p53 del citoplasma hacia el nlcleo
(Brooks y Gu, 2010). La importacion o retencion de p53 en el nucleo es esencial para su
funcionamiento normal en la inhibicion del ciclo celular o en la induccion a apoptosis. Es
por ello, que es necesaria la participacion de mecanismos que regulen el transporte hacia

el ndcleo o citoplasma, ya sea aumentando la importacién hacia el nacleo o disminuyendo
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su exportacion (Liang y Clarke, 2001). En estudios realizados en células de cancer de
mama, se observo que p53 se encontraba acumulada en el citoplasma y esto inactivaba su
actividad tumoral, ya que se evitaba el transporte de la proteina hacia el nucleo donde se

encuentra su sitio de accién (Moll y cols. 1992).

La regulacion de los niveles de p53 involucra un gran nimero de proteinas. Dentro
de las mas importantes esta la proteina Mdm-2, que es el producto de un oncogén cuya
actividad en exceso ha demostrado facilitar la actividad de varios tipos de cancer. La
Mdm-2 puede unirse a p53 e inactivarla por medio de la unién a su dominio de
transactivacion en el extremo N-terminal, interfiriendo con el reclutamiento de moléculas
necesarias para su funcion asociada a la transcripcion basal (Bai y Zhu, 2006). La Mdm-
2 promueve la degradacion de p53 mediante el sistema ubiquitina-proteosoma en donde
interacta con p53 en el ndcleo y la transporta hacia el citoplasma donde se induce su
degradacion. Niveles elevados de Mdm-2 resultan en una degradacion rapida que es
dependiente de la habilidad de las dos proteinas de unirse de manera directa. La
degradacion de p53 mediada por Mdm-2 ocurre cuando la actividad proteolitica del
proteosoma es bloqueada por ciertos inhibidores, resultando en un aumento de Mdm-2, lo
que causa la acumulacion de la forma ubiquitinada de p53 (Oren, 1999; Liang y Clarke,
2001).

La proteina p53 en invertebrados

Existen muchos estudios de la proteina p53 en mamiferos, sin embargo, poco se
sabe sobre las caracteristicas de p53 en invertebrados. Entre los pocos estudios reportados
esta la identificacion y caracterizacion de un homdélogo de p53 en la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster. En ese estudio, se encontrd que este gen de p53 presenta
homologia con TP53 de humano con similitudes en la secuencia del sitio de unién al DNA
y en el de reconocimiento y union del sitio de activacion de la transcripcion (Jin y cols.,
2000). También, Sogame y cols. (2003) reportd que p53 es necesaria para la induccion de
la muerte celular por medio de apoptosis pero no era indispensable en el arresto del ciclo

celular en D. melanogaster, en contraste con su funcion en mamiferos.



También, recientemente se reportd la secuencia completa del DNA
complementario (cDNA) de p53 (LvP53) en el camardn blanco Litopenaeus vannamei
(Qian y cols., 2014) y ademas, se evalto la posible relacion entre p53 y las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa de manganeso (SOD) y glutation peroxidasa
(GluPer); estas enzimas son importantes en la eliminacion de estrés oxidativo en el
camaron blanco y son inducidas por la proteina p53 en humanos (Tan y cols., 1999). En
dicho estudio, el silenciamiento de LvP53 por medio de RNA de interferencia (RNAI) en
condiciones normales, mostro en que las concentraciones de las enzimas SOD y GluPer
en hepatopancreas disminuyeron (Qian y cols., 2014), demostrando que de alguna forma,
p53 participa en la regulacion de estas enzimas antioxidantes.

Hipoxia

Las bajas concentraciones de oxigeno disuelto (DO) ocurren en una gran variedad
de sistemas acuaticos. Estos episodios varian en frecuencia temporal y en persistencia y
son también ocasionados por actividades antropogénicas. El oxigeno es necesario para
mantener la vida en peces e invertebrados que dependen de su respiracion aerdbica
(Richards y cols., 2009). Cuando el suministro de oxigeno disminuye o el consumo por
los organismos presentes en ese medio aumenta considerablemente, la concentracion del
oxigeno disuelto puede bajar por debajo de los niveles requeridos por la mayoria de los
organismos. Esta condicion se conoce como hipoxia. En los ambientes acuéaticos se
considera como hipoxia niveles de DO menores a 2 mg/L (Vaquer-Sunyer y Duarte,
2008).

La disminucion de oxigeno disuelto en el agua afecta al camaron ocasionando
alteraciones en su desarrollo y reproduccién, ademas de disminuir su respuesta inmune
haciéndolo mas susceptible a enfermedades (Mugnier y cols., 2008). Se sabe que algunos
crustaceos tienen la capacidad de resistir periodos cortos de hipoxia. Ademas, estos
organismos presentan diferentes mecanismos de evasion a estas condiciones. La primer
linea de defensa es la de evitar los ambientes hipdxicos. Un gran nimero de organismos
acuaticos pueden detectar bajas concentraciones de oxigeno y migrar hacia ambientes

donde los niveles sean Optimos. Otro de los mecanismos empleados es el de la
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disminucion en la actividad para conservar energia y mantener reducida la demanda de
oxigeno. Si la exposicion a hipoxia es demasiado prolongada y el organismo es incapaz
de llevar a cabo dichos mecanismos, ocurre el cambio de metabolismo aerdbico a
anaerdbico, siendo este Gltimo el mecanismo mas drastico y causando una reduccion en
el crecimiento (Wu, 2002; Richards y cols., 2009).
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JUSTIFICACION

El rapido crecimiento de las células cancerosas genera microambientes hipdxicos.
Estas células, en respuesta a condiciones de hipoxia, producen proteinas importantes para
favorecer la supervivencia celular. Entre estas proteinas se encuentra el supresor tumoral
p53, que es activado para suspender la progresion de células malignas (Lee y cols., 2012).
Hace varias décadas que en células de humanos sometidas a hipoxia aumenta el nivel de
la proteina p53 (Graeber y cols., 1994) y desde entonces se han realizados muchos estudios
en vertebrados que describen la funcion clave de p53 en la regulacién de diversos tipos de
estrés, incluyendo la hipoxia. Sin embargo, los estudios de p53 en invertebrados son ain
muy escasos. En particular, muy recientemente Qian et al., (2014) demostraron la
presencia de p53 en el camardn, pero queda mucho por investigar para entender su
probable funcién en las adaptaciones o modulaciones particulares que contribuyan a la
supervivencia de los camarones en condiciones de hipoxia, que otros organismos no son
capaces de tolerar. Por lo anterior, este trabajo se enfoca en investigar la expresion génica
de p53 asi como la presencia de la proteina en hepatopancreas y branquias de camarones

sometidos a condiciones de normoxia e hipoxia.
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HIPOTESIS

La hipoxia ocasiona un aumento en la expresion génica y proteica de p53 en tejidos del

camaron blanco L. vannamei

OBJETIVOS

Objetivo general

Cuantificar los transcritos de p53 y detectar la presencia de su proteina en tejidos del

camarodn blanco L. vannamei sometidos a hipoxia

Obijetivos especificos

a) Evaluar el efecto de la hipoxia en la expresion relativa del gen de p53 en
hepatopéancreas y branquias de camarén mediante RT-gPCR.

b) Clonar el DNA codificante de p53 de camaron en el vector de sobreexpresion pTXBL1.

c) Sobreexpresar p53 en Escherichia coli y purificar la proteina por medio de
cromatografia de afinidad a quitina.

d) Producir anticuerpos policlonales contra p53 recombinante.

e) Evaluar mediante Western blot la presencia de p53 en hepatopancreas y branquias de

camarones sometidos a hipoxia.
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MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de la expresion génica de p53 en tejidos

Se evalud la expresion relativa del gen de p53 en hepatopancreas y branquias de
camardn mediante RT-gPCR. Para el analisis se empled cDNA obtenido y proporcionado
del trabajo doctoral de José Alfredo Martinez Quintana, en donde se realizd un bioensayo
de hipoxia sometiendo a los camarones a 1.45 + 0.2 mg de OD L™ durante 3, 24 y 48
horas. De cada tiempo se obtuvieron 5 camarones usando como control condiciones de
normoxia de 5.3 + 0.3 mg de DO L (Martinez-Quintana y cols., 2014).

Para la evaluacion de la expresion de p53 se realizé una curva estandar utilizando
diluciones seriadas (1:5) de cDNA de hepatopancreas bajo condiciones de normoxia de
50 a 1.6x102 ng de RNA. Se realiz6 qPCR utilizando como templado el cDNA en un
termociclador de tiempo real (CFX96 Touch™, Bio-Rad) utilizando los oligonucledtidos:
p53F3 y p53F4rv (Tabla 1). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes, 5 minutos a
95 °C, 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 35 segundos a 55 °C y 55 segundos a 72 °C, por
altimo 1 minuto a 95 °C y con una curva de disociacion de 60 °C a 94.5°C con un
incremento de 0.5 °C/5 seg. La mezcla de reaccion fue de 20 uL utilizando 1 uL de cDNA
proveniente de 25 ng de RNA total libre de gDNA (DNA gendmico), 0.7 uL de iniciador
sentido p53F3 (5 uM), 0.7 uL del iniciador antisentido p53F4rv (5 uM), 10 uL de PCR
IQ SYBR® Green Supermix 2X (Bio-Rad) y 7.6 uL de agua libre de nucleasas. La
expresion de p53 se normalizé utilizando el gen constitutivo de la proteina ribosomal L8
(RPLB8). La expresion relativa de p53 se reportd por el método 2°24° (Schmittgen y Livak;
2008).
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Tabla 1. Secuencia nucleotidica de los iniciadores empleados en la gPCR de p53

Iniciador Tm °C Secuencia 5°-3°
p53F3 575 CCAAGCAGCAATGTGTCAG
p53F4rv 56.4 CTTGTTGCGATCTTTGTTGC

Anélisis estadistico

Se realizé un disefio experimental completamente al azar, el cual constd de tres
tratamientos con cinco repeticiones cada uno. El analisis de los datos se hizo mediante
pruebas de t para dos muestras, con un nivel de significancia de p<0.05 y comparando
cada tratamiento con su control. Se utilizd el paquete estadistico NCSS 2007 para el

analisis de los datos.

Construccion del plasmido recombinante

Para la produccién de p53 recombinante de camardn se utilizo la sobrexpresion en
E. coli por ser de los sistemas mas sencillos disponibles actualmente. Para lo anterior, se
usé el vector pTXB1 del sistema IMPACT (New England BioLabs) en donde
primeramente se disefiaron oligonucleétidos especificos para amplificar la region
codificante completa de p53 y a los cuales se les agregaron bases nucleotidicas para
generar sitios de restriccion adecuados para la posterior ligacion de la secuencia
codificante de p53 en el vector pTXBL.

La amplificacion del fragmento codificante de p53 se realiz6 por PCR
convencional utilizando DNAp (DNA plasmidico) obtenido durante el trabajo doctoral de
Monserrath Félix Portillo (datos no publicados) en el mismo grupo de investigacion. La
reaccion se llevd a cabo en un termociclador DNA Engine Dyad™ (PTC- 200, BIORAD,
USA) empleando los oligonucle6tidos p53F6 y p53F11Rv especificos para p53 (Tabla 2).
Las condiciones de amplificacion fueron: 3 minutos a 94 °C, 30 ciclos de 30 segundos a
94 °C, 30 segundos a 54 °C y 1.5 minutos a 72 °C, y finalmente 10 minutos a 72 °C. La
mezcla de reaccion utilizada para la amplificacion de p53 fue de 25 pL utilizando 1 uL de
DNAp (521.75 ng/uL) como templado, 1 uL del iniciador sentido p53F6 (2.5 uM), 1 uL
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del iniciador antisentido p53F11Rv (2.5 uM), 12.5 uL de PCR Master Mix 2X (Thermo

Scientific) y 9.5 uL de agua libre de nucleasas.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% tefiidos con GelRed™ (Biotium), y posteriormente se purificaron mediante la
técnica de precipitacion de acidos nucleicos con etanol (Sambrook y Russell, 2001).
Brevemente, a cada volumen a purificar se le agregé un volumen de fenol (pH 7.9) y se
mezclo y centrifugd brevemente a temperatura ambiente para separar las fases. La fase
acuosa superior se transfirié a un tubo nuevo y se agregd un volumen igual al inicial de
cloroformo. Se mezcld (vortex (Maxi Mix Il, Thermolyne)) por 15 segundos y se

centrifug6 (Centrifuga 5415D™, Eppendorf) a temperatura ambiente.

La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se le agreg6 dos volimenes de etanol
absoluto frio y 10% del volumen inicial de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y se incubo
durante 1 hora a -80 °C en un ultracongelador. Posteriormente, se mezcld (vortex) por 15
segundos y se centrifugd a 13,000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante se descartd y se lavd el pellet con 100 uL de etanol al 80% frio y se
centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos descartandose el sobrenadante. El boton se seco
al vacio en SpeedVac (DNA 110 Speed Vac, SAVANT) y se resuspendié con 50 uL de
agua libre de nucleasas. Finalmente, se cuantificd por absorbancia a 260 nm en Nanodrop
ND1000™ (Thermo Scientific).

Se realiz6 una reamplificacion del ADN purificado empleando los
oligonuclettidos p53cNdelF y p53cSaplR que contienen los sitios de restriccion para las
enzimas Ndel y Spal (Tabla 2). Las condiciones de PCR fueron: 3 minutos a 95 °C, 3
ciclos de 30 segundos a 95 °C, 40 segundos a 63 °C y 1.5 minutos a 72 °C, seguido de 27
ciclos de 30 segundos a 95 °C, 40 segundos a 68 °C y 1.5 minutos a 72 °C y 10 minutos
a 72 °C. La mezcla de reaccion fue la misma descrita anteriormente. Después de la
amplificacion se analizaron los productos mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
teflidos con GelRed y se purificaron siguiendo el protocolo de precipitacion de &cidos

nucleicos con etanol.
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Tabla 2. Secuencia nucleotidica de los iniciadores para amplificar la secuencia
codificante completa de p53

Iniciador Tm°C Secuencia 5’-3°
p53F6 556 ATGCAGCGGTCGGAC
p5S3F11Rv 505 TTAGTTACTCTCCTCTTCAGG
p53cNdelF 67.7 GGTGGTCATATGCAGCGGTCGGACTCCGAG
p53cSapIR 65.3 GGTGGTTGCTCTTCCGCAGTTACTCTCCTCTTC

*Las bases subrayadas corresponden a los sitios de restriccion de las enzimas Ndel y Sapl
respectivamente

Digestion con enzimas de restriccion y ligacion al vector pTXB1

Con el DNA purificado se llevé a cabo la doble digestion usando las enzimas de
restriccion Sapl y Ndel (Fermentas). El proceso de digestion se realizé en dos etapas
secuenciales. Para la digestion del plasmido, se mezclaron 6 uL de pTXB1 (5 ug), 10 uL
de buffer Tango 10X, 3 uL de la enzima Ndel (30 U) y 30.9 uL de agua libre de nucleasas,
Ilevando a un volumen final de 50 uL. La mezcla de reaccion se incub6 en bafio de agua
a 37 °C durante 2 h, siguiendo las especificaciones del proveedor. El producto de la

digestion se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed.

Una vez que se verificd que la reaccion fuera correcta, se procedio a la digestion
con la segunda enzima en donde se afiadieron 6 pL (30 U) de Sapl a lareaccion y se siguid
el procedimiento anteriormente descrito. Para la digestion de los productos de PCR se
llevo a cabo el procedimiento descrito anteriormente, solo variaron las cantidades de las
enzimas de restriccion; de la enzima Ndel se agregaron 2 uL (20 U) y de Sapl 4 uL (20
U). Finalmente, los productos de las digestiones se purificaron por precipitacion con
etanol como antes se describio y fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiidos con GelRed y cuantificados en NanoDrop (NanoDrop 2000,

Thermo Scientific).

La ligacion se realiz6 mezclando el vector y el producto de PCR de p53 digeridos
con las enzimas de restriccion antes descritas. Se utilizaron 2 puL (115 ng/ulL) del vector
de sobreexpresion pTXB1, 3 uL de p53 (=83 ng/uL), 5 uL de buffer 2X, 1 uL de ADN
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ligasa T4 (Promega) y 1.5 uL de agua para un volumen final de 10 uL. La mezcla de
reaccion se incubé a 4 °C durante dos dias. Posteriormente se llevdé a cabo la

transformacion de las células competentes.

Transformacion de células competentes

La transformacion de las células de E. coli Top 10 competentes se realizé mediante
choque térmico siguiendo las indicaciones del kit pGEM®-T Easy Vector Systems
(PROMEGA). Se agregaron 2 L de la reaccion de ligacidn a un tubo con 25 L de células
guimicamente competentes, se mezclé suavemente y se incubo en hielo durante 20 min.
Después de la incubacion se hizo el choque térmico en bafio de agua a 42 °C por 45 seg.
Inmediatamente se colocé el tubo en hielo y se incubd durante 5 min. Transcurrido el
tiempo se le agreg6 150 pL de medio S.O.C. y se incub6 a 37 °C agitando a 200 rpm
durante 1.5 h. El cultivo transformante se sembro por triplicado adicionando 100, 50 y 25
uL en placas con agar LB conteniendo ampicilina (125 ug/ml) y se incubaron a 37 °C

durante toda la noche.

Seleccion de colonias mediante PCR

Las colonias recombinantes potenciales se analizaron mediante PCR
convencional. Las colonias se resuspendieron en 50 uL de agua estéril y fueron empleadas
como templado usando 1 pL para la reaccion de PCR. Se utilizaron los iniciadores p53F6
y p53F11R (Tabla 2). Las condiciones de la PCR fueron las descritas anteriormente
(primera amplificacion). Los productos de las reacciones de PCR se evaluaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefiido con GelRed.

Secuenciacion

Para determinar la secuencia nucleotidica se obtuvo el DNAp recombinante de la
colonia que resulto positiva mediante la técnica de “mini preps”. Primero, se inocularon 5
mL de medio LB conteniendo ampicilina a una concentracion de 125 puL/mL con una

colonia y se incub6 a 37 °C agitando a 200 rpm por lo menos 18 h. Se transfirieron 1.5
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mL del cultivo a un microtubo y se centrifugd durante 15 minutos a 11,000 rpm. Se
descartd el sobrenadante y el boton celular se resuspendio en 250 uL de la solucion |
(glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM). Se agregaron 250 uL de
solucidn 1l (SDS 1%, NaOH 0.2 N) y se dejo reposar de 4-10 min, hasta que la solucion
fuera transparente. Se agregaron 250 uL de la solucidn 111 fria (acetato de sodio 3 M, pH
5.2) y se incubo en hielo de 10 a 15 min. Los tubos se centrifugaron a temperatura
ambiente durante 10 min a 11,000 rpm. Se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio y
se agregaron 700 uL de isopropanol a temperatura ambiente. Se centrifug6 por 30 min a
11,000 rpm, se removio el sobrenadante y se lavo el boton con 300 uL de etanol al 70%
frio. Se centrifugd por 2 min y se descart6 el etanol teniendo cuidado de no perder la
pastilla. Se repitié el lavado con etanol al 70% y el boton se secd con vacio, utilizando
SpeedVac. El botdn se resuspendié en 50 uL de buffer TE (Tris 10 mM,-EDTA 1 mM)
con RNasa (1 png/mL).

El DNAp obtenido se secuencid por medio de la técnica de dideoxinucleotidos
(Sanger et al., 1977) en el Laboratory of Genomic Analysis and Technology Core de la
Universidad de Arizona, Tucson, Arizona, USA, empleando diferentes iniciadores (Tabla
3). Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante un BLASTn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y comparadas con la informacién contenida en la

base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los iniciadores empleados en la secuenciacion de p53

Iniciador Tm*°C Secuencia 5°-3’
p53F6 55.6 ATGCAGCGGTCGGAC
p53F11rv 50.5 TTAGTTACTCTCCTCTTC
p53F4 56.4 GCAACAAAGATCGCAACAAG
p53F4R 56.4 CTTGTTGCGATCTTTGTTGC
Mx Intein 11R 59.3 GATTGCCATGCCGGTCAAGG
T7 47.5 TAATACGACTCACTATAGGG
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Sobreexpresion y purificacion de la proteina p53

Obtenida y analizada la secuencia, se realiz6 la transformacion del plasmido
recombinate en células quimicamente competentes de E. coli ER2566 mediante la técnica
de transformacion anteriormente descrita. Para la sobreexpresion y purificacion de la
proteina p53 recombinante se empleo el sistema comercial IMPACT Kit ® (New England
BioLabs). Para la sobreexpresion de p53 se utilizaron las células de E. coli ER2566. El
cultivo celular se prepard de la siguiente manera: se inocularon 5 mL de medio LB
conteniendo ampicilina a una concentracion de 125 pg/mL con una colonia recién crecida.
Se incub6 a 37 °C a 200 rpm de 12-16 h. Transcurrido el tiempo se inocularon 25 mL de
medio LB con ampicilina con la 1/40 parte del volumen del cultivo a inocular (625 uL) y
se incubd a 37 °C agitando a 200 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (ODgoo)
de 0.6.

Después, se inocularon 500 mL de medio LB con ampicilina utilizando la 1/40
parte del volumen del cultivo a inocular (12.5 mL) con el cultivo celular. Se monitored
hasta alcanzar una ODsgoo de aprox 0.6, y una vez que se alcanzo, se le agregé al medio el
inductor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) a una concentracion de 0.4 mM y
se incub6 a 37 °C durante 4 h. Finalmente, se centrifugé el cultivo durante 15 min a
15,000xg a 4 °C y el boton celular se almacen6 a -80 °C hasta su posterior analisis.

Inicialmente se evaluaron diferentes tiempos y concentraciones de IPTG para la
sobreexpresion. Se probd inducir a las 2, 4 y 6 horas de incubacién a 37 °C después de
agregar 0.1, 0.2 y 0.4 mM de IPTG. Para el andlisis se tomaron alicuotas de 120 uL del
cultivo a los diferentes tiempos y concentraciones evaluadas y se centrifugaron durante
15 minutos a 15,000xg y 4°C para colectar las bacterias. El boton resultante se resuspendio
en buffer carga 2X (Tris HCI 100 mM, pH 6.8, SDS 4%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol
20%, B-mercaptoetanol 200 mM) y se analizaron mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y reductoras SDS-PAGE (Laemmli; 1970) en gel de poliacrilamida al
10% tefiidos con Coomassie coloidal (sulfato de amonio 10%, Coomassie G-250 0.1%,

acido orto-fosforico 3%, etanol 20%, agua) toda la noche, finalmente se destifio
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sumergiendo el gel en agua y dejando en agitacion hasta que desapareciera el fondo azul
del gel (Kang y cols., 2002).

Prueba de solubilidad de p53 recombinante

Una vez verificada la sobreexpresion, se hizo un cultivo de 100 mL para evaluar
la solubilidad de la proteina sobreexpresada. EI boton de células colectado del cultivo de
100 mL se resuspendio en 15 mL de buffer lisis (Tris-HCI pH, 8.5 20 mM, NaCl 500 mM,
EDTA 1 mM, PMSF 20 uM) frio. Las células se lisaron mediante sonicacion (Sonifier™
S-450?, Branson); las condiciones de la sonicacion fueron 50 de voltaje, y 40 segundos en
ciclos de 10 segundos de sonicacion (4 pulsos) y 10 segundos de descanso. Después, el
lisado (fraccion completa) se centrifugd durante 30 minutos a 15,000xg a 4 °C (Avanti™
J26-XPi, Beckman Coulter). Se evaluaron las fracciones completa, soluble e insoluble
mediante electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamdia al 10% Tefiidos con
Coomassie coloidal.

Solubilizacién de la proteina p53 sobreexpresada

En las condiciones anteriormente descritas, la p53 sobreexpresada se mantenia en
la fraccion proteica insoluble, dificultando su manejo posterior. La solubilizacién de p53
se logré mediante una incubacion previa a la sonicacion. El botdn celular previamente
colectado se resuspendid con buffer lisis mas 0.5 % de Triton X-100 y se incubd durante
2 horas en hielo y sin agitacién. Posteriormente, se realizo la sonicacién como se describio
anteriormente y se centrifugd a 15,000xg durante 30 min a 4 °C, se separ0 la fraccién
soluble, se analiz6 mediante electroforesis SDS-PAGE en gel al 10% y se tifid con
Coomassie coloidal.

Purificacion y cuantificacion de p53 recombinante

La proteina se purificé por cromatografia de afinidad por unién a quitina siguiendo
las especificaciones del IMPACT Kit ®. Primero, se empac6 una columna con la matriz
conteniendo quitina inmovilizada con un volumen de 5 mL. La columna se lavo con 10
volimenes de buffer columna (Tris-HCI 20 mM pH, 8.5, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM)

frio a un flujo de 1 mL/min. Después, se aplico a la columna la fraccion soluble con un
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flujo de 0.5-1 mL/min. Posteriormente se lavo la columna con 20 volimenes del buffer
columna con un flujo de 2 mL/min y se eluy6 la proteina con 3 volimenes (15 mL) del
buffer de corte (Tris-HCI 20 mM, pH 8.5, NaCl 500 mM, DTT 100 mM, EDTA 1 mM) a
una velocidad de 1 mL/min. La columna se incubd durante 40 h a 21 °C. Finalmente, se
procedié a la elucion de la proteina colectando las 15 primeras fracciones de 1 mL. Las
fracciones fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE al 10% vy tefiidas con

Coomassie coloidal.

Una vez purificada la proteina, se cuantifico por el método de Bradford (1976). Se
realiz6 una curva estandar empleando diluciones seriadas de BSA (albumina de suero
bovino) con una concentracion inicial de 100 ug/mL (100, 50, 25, 5, 0 ng/mL). Para la
cuantificacion se hizo un microensayo, en donde se mezclaron partes iguales (1:1) del
reactivo de Bradford (azul de Commassie G-250 0.01%, etanol 4.7%, acido fosforico
8.5%) con la fraccion de la proteina a cuantificar. Se dejo incubando a temperatura

ambiente durante 5 min y se midio la absorbancia enun Nanodrop a 595 nm.

Produccion de anticuerpos anti-p53

Para la produccion de los anticuerpos policlonales anti-p53, se inmunizd un conejo
macho de aproximadamente 4 meses de edad. Una vez obtenida la proteina purificada se
realizd la inmunizacién del conejo siguiendo el protocolo de Pierce-Antibodies
(www.pierce-antibodies.com/custom-antibodies/rabbit-antibody-production-
protocols.cfm) (Thermo Scientific) al que se le realizaron modificaciones (Tabla 4). El
procedimiento consto de tres inmunizaciones, una inyecciéon primaria con la proteina
diluida en adyuvante completo de Freund (Mycobacterium tuberculosis, aceite mineral,
manoleato; Sigma), seguido de la inyeccién de dos boosters con la proteina diluida en el
adyuvante incompleto de Freund (aceite mineral, manoleato), cada inyeccion se hizo con

un espacio de dos semanas.
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Tabla 4. Protocolo de inmunizacién

Dia Procedimiento Descripcion
0  Primer sangrado. Inyeccion Obtencion del suero preinmune.
primaria Inmunizacion con 161.1 ug de p53
14 Primer booster Inmunizacion con 201.37 ug de p53
28  Segundo booster Inmunizacion con 201.37 ug de p53
35 Sangrado final Obtencion del suero anti-p53

Para obtener el suero preinmune y el suero inmune, se realizaron dos punciones
venosas en la oreja del conejo. La sangre completa obtenida de las punciones se dejo
incubando a temperatura ambiente durante 4 h para la formacién del codgulo, pasado el
tiempo se separ6 el suero del coagulo y se centrifugd durante 15 min a 2000 rpm y se

guardd el sobrenadante a -20 °C hasta su posterior analisis.

Dot blots

Una vez obtenido el suero, se evalud la presencia de anticuerpos anti-p53 mediante
la técnica de manchas (dot blots). Previamente se preparo el antigeno a analizar. Para ello,
el pellet obtenido a partir de 120 pL de cultivo no inducido e inducido se trat6 con 50 pL
de buffer lisis con 2% de Triton X-100, el pellet se resuspendio6 en vortex durante 1 miny
posteriormente se centrifugo a 15,000 xg por 15 min. Se separd el sobrenadante y el pellet

obtenido se resuspendid en buffer lisis con Triton X-100 al 2%.

Las fracciones proteicas fueron fijadas en una membrana de PVDF (polifluoruro
de vinilideno) en donde se carg6 1.5 uL de la fraccidon soluble e insoluble de las muestras
sin inducir e inducida. Se probaron 3 diluciones del suero anti-p53, 1:100, 1:500 y 1:1000
en TBS. Como control se utilizo el suero preinmune a una dilucion 1:500. Se dejaron secar
las muestras y posteriormente se bloquearon los sitios inespecificos incubando la
membrana en buffer TBS-T (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5; Tween 20 0.05%)
con 5% de leche en polvo, se dejé incubando durante 1 h a temperatura ambiente con

agitacion suave.
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Posteriormente, se incub6 la membrana con el antisuero a las diferentes
concentraciones con TBS-leche en polvo al 1% a temperatura ambiente durante 30 min
con agitacion y a 4 °C toda la noche. Enseguida, se lavo la membrana 3 veces con TBS-
T, cada lavado de 5 min con agitacion. Después, se incubd la membrana con el anticuerpo
secundario GAR-AP (Goat anti-rabbit-alkaline phosphatase; BIO-RAD) a una dilucion
1:3000 en TBS durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion. La membrana se lavd 3
veces con TBS-T, un lavado de 15 min y dos de 5 min. Posteriormente, se lavo con buffer
TBS durante 2 min. Finalmente la membrana se incub6 con el kit de sustrato para revelado
(AP Conjugate Substrate Kit, BIORAD), donde se diluy6 al 1% del volumen total del
buffer de revelado (MgCly, Tris base; pH 9.5) de cada uno de los reactivos, la reaccion se

detuvo lavando la membrana en agua.

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos se realizaron Western blots
probando las diluciones 1:2000 y 1:3000. Previo al andlisis, se indujo el corte de la
proteina de fusién agregando a un pellet de 120 uL provenientes de la lisis bacteriana, 120
uL de buffer columna con DTT 50 mM. EI pellet se homogenizd en vortex a velocidad
maxima y se dejo incubando a 23 °C durante 24 h. Posteriormente se centrifugd a

15,000xg durante 15 min, se separé el sobrenadante y la fraccion insoluble se cargo en el

gel.

Deteccidn de la proteina p53 en tejidos de camaron

Extractos nucleares y citoplasmaticos

Para la inmunodeteccion de la proteina p53 en hepatopancreas y branquias de
camarones sometidos a 3, 24 y 48 h de hipoxia se prepararon extractos nucleares y
citoplasmaticos utilizando el kit comercial NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Reagents (PIERCE, Biotechnology). Para ello, se pesaron 100 mg de tejido y
se le agregaron 500 uL del reactivo CER I, se homogenizo la muestra de forma manual
utilizando un pistilo. El pellet celular obtenido se resuspendié agitando (vortex) durante
15 segundos Y se dejo incubar durante 10 minutos en hielo. Posteriormente, se agregaron
27.5 uL del reactivo CER Il y se mezclo (vortex) por 5 segundos, se dej6 incubar en hielo

por 1 minuto. Se agitd (vortex) por 5 segundos a velocidad méaxima y se centrifugd a
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16,000xg durante 5 minutos. Inmediatamente después, el sobrenadante se transfirié a un
tubo y se almacend a -20 °C, esta fraccion es el extracto citoplasmatico. El pellet restante
se resuspendid en 100 uL del reactivo NER frio. La muestra se mezcl6 (vortex) durante
15 segundos y se dejo incubar en hielo durante 10 minutos. El dltimo paso se repitié 4
veces. Finalmente, la muestra se centrifugo a 16,000xg por 10 minutos. El sobrenadante
se transfirio a un tubo y se almacené a -80 °C, esta fraccion es el extracto nuclear. Los

extractos proteicos obtenidos se cuantificaron mediante la técnica de Bradford.

Deteccion de la proteina p53 mediante Western blots

Una vez cuantificados los extractos obtenidos, se realizaron Western blots para
evaluar la presencia de p53 en los tejidos mediante inmunodeteccion. El procedimiento se
describe a continuacion: se corrié un gel de poliacrilamida al 8% con las muestras de tejido
de hepatopancreas y branquias utilizando como marcador de peso molecular el
Kaleidoscope™ Prestained Standards (BIORAD). Seguido se realizd la transferencia
utilizando una camara Trans-Blot® SD cell (BIORAD) y empleando el buffer de
transferencia de Bjerrum and Schafer-Nielsen (Tris 48 mM, glicina 39 mM, pH 9.2).
Previo a la transferencia, la membrana de PVDF se humedecié con metanol absoluto. La
transferencia se realizd durante 20 min a 15 V constantes. Después, el gel de
poliacrilamida se tifid con Coomassie coloidal para verificar la eficiencia de la
transferencia. La membrana se incub6 en buffer TBS-T con 5% de leche en polvo durante
toda la noche para bloquear los sitios inespecificos. Transcurrido el tiempo, la membrana
se incubo en buffer TBS-T con 1% de leche en polvo y el anticuerpo primario (anti-p53)
a una dilucién 1:3000 durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron
3 lavados con buffer TBS-T a temperatura ambiente durante 5 min cada uno y la
membrana se incubd con el anticuerpo secundario GAR-AP a una dilucién 1:3000 en
TBS-T con leche al 1% durante 1.5 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la
membrana se lavd 3 veces con TBS-T, un primer lavado de 15 min y el resto por 5 min'y
después se lavo con buffer TBS durante 2 min a temperatura ambiente. Finalmente, la
membrana se incubd con los sustratos de AP para revelado por color (AP Conjugate

Substrate Kit. Biorad), deteniendo la reaccion con agua.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la expresion génica de p53 en tejidos

Se analizo la expresion de p53 en hepatopancreas y branquias de camarones bajo
condiciones normales. Se encontrd que la expresion en branquias es 4.5 veces mas alta
que en hepatopancreas bajo condiciones normales (p<0.05) (Figura 3). Los resultados
encontrados son contrarios a lo reportado por Qian y cols. (2014) en donde se realiz6 la
cuantificacion del mRNA de 11 tejidos del camaron bajo condiciones normales. Los
tejidos se dividieron en tres grupos, los de mayor expresion, expresion media y expresion
baja, y se reportd que el hepatopancreas se encontraba dentro de los tejidos con mayor
expresion y branquias con expresion media. Estas diferencias podrian deberse a
variaciones en la expresién genica debido a la etapa de crecimiento en la que se
encontraban los camarones. En el caso de los camarones empleados en el trabajo de Qian
y cols (2014), se utilizaron camarones adultos con un peso de 20-26 g, mientras que los
camarones utilizados en este trabajo durante el bioensayo, fueron camarones juveniles con

un peso de 10.6-12.2 gr.
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Figura 3. Expresion diferencial de Lvp53 entre hepatopancreas y branquias de camarones bajo
condiciones normales.
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También se realiz6 el anélisis de la expresion de p53 en branquias y hepatopancreas de
camarones sometidos a condiciones de normoxia e hipoxia. En el caso de hepatopancreas,
el tratamiento de los camarones a las 3, 24 y 48 h bajo hipoxia, no causé un cambio
significativo en el nivel de los transcritos de p53 comparados con su control en normoxia
en ninguna de las horas evaluadas (p<0.05) (Figura 4). Esto es contrario a lo reportado por
Qian y cols. (2014) en donde la exposicion del camaron blanco a ambientes con pH acido
(6.1) y cadmio (6.6 uM), causaban un incremento en la expresion relativa de Lvp53 en

hepatopancreas a las 24 h y 48 h respectivamente.
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Figura 4. Expresion relativa de Lvp53 en hepatopancreas de camarones sometidos a condiciones

de normoxia (norm) e hipoxia (hip).

En el caso de branquias, el nivel de los transcritos de Lvp53 aumentd 4.3 veces a
las 3 h de hipoxia con respecto a su control en normoxia (p<0.05), asi como a las 24 h en
donde se present6 un aumento en los transcritos de 2.3 veces mas que en su control en
normoxia (p<0.05) (Figura 5). Estudios realizados en el copépodo Tigriopus japonicus,
demostraron un aumento significante en la expresion del gen de p53 cuando fueron
expuestos a tres alquilfenoles indicando que probablemente la proteina p53 esta
involucrada en la respuesta al dafio inducida por ese disruptor endocrino (Hwang y cols.,
2010).
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Existen pocos reportes de estudios de factores transcripcion de camarén y su
expresion durante la hipoxia. Un ejemplo es el del factor de transcripcion HIF-1a, que en
branquias se encontré una disminucion de 35 veces a la hora 24 de ser sometido a hipoxia
(1.5 mg/L DO) con respecto a su control (Sofianez-Organis y cols., 2009). Se ha reportado
que cuando p53 se acumula por efecto de hipoxia severa, interacciona con HIF-1a
causando su desestabilizacion y por consiguiente su degradacion. Esto sugiere a p53 como
un mecanismo de regulacion de HIF-1a en condiciones de hipoxia (Schmid y cols., 2004;

Fels y Koumenis).

En otro estudio se reporté un comportamiento similar al observado en p53 en MT
(metalotioneina) del camardn blanco. En ese estudio se evalud la cantidad de transcritos
en varios tejidos de camarones sometidos a condiciones hipoxicas, y se encontré que a la
hora 3 de hipoxia habia un incremento de 4 veces con respecto al control (Félix-Portillo y
cols., 2014). La MT es una proteina importante en la respuesta celular del camarén contra
las EROS (Especies reactivas de oxigeno) generadas por la hipoxia y se ha reportado como
un posible modulador de p53 (Méplan y cols., 2000).
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Figura 5. Expresion relativa de Lvp53 en branquias de camarones sometidos a condiciones de
normoxia e hipoxia.
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Clonacion de p53 para sobrexpresion
Para la construccion del pldsmido recombinante, se obtuvo la secuencia codificante
completa de Lvp53 de 1359 pb por PCR convencional utilizando como templado DNAp
y oligonucledtidos especificos. El producto de PCR obtenido de la primer amplificacion,
se purificd y reamplifico utilizando los oligonucle6tidos que contenian los sitios de
restriccion para las enzimas Ndel y Sapl (Figura 6A).

Se obtuvieron los productos esperados, en el caso del vector digerido se observa
la Unica banda esperada que corresponde al vector digerido con ambas enzimas, a
diferencia del vector sin digerir, en donde se observan las tres bandas que corresponden a
las diferentes conformaciones del plasmido. Ademas, se observa una diferencia en la
intensidad de la banda del fragmento amplificado digerido en comparacién con el

fragmento que no esta digerido (Figura 6B).

A) B)
8000 pb
1500 pb 1500 pb

Figura 6. Obtencion por PCR y clonacion de p53. A) Reamplificacién de p53 con los
iniciadores disefiados para agregar sitios de restriccion para las enzimas Sapl y Ndel. B)
Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos de la digestion
con las enzimas de restriccion Ndel y Sapl, del vector pTXB1 y de p53.

Los fragmentos obtenidos fueron empleados para la construccion del plasmido
recombinante en el vector de sobreexpresion pTXB1. De la transformacion de E. coli
TOP10 competentes se obtuvieron un total de 43 colonias que fueron evaluadas mediante
PCR para verificar que tuvieran el fragmento de p53 en el vector, de las cuales solamente

una resulté positiva (Figura 7).
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Figura 7. Anélisis de las colonias obtenidas de la transformacion con el plasmido recombinante.

La colonia que resultdé positiva se usd para preparar DNAp y determind la
secuencia nucleotidica, de la que se dedujo una proteina de 453 aminoé&cidos (Figura 8),
la cual se compard mediante un alineamiento con la secuencia de p53 del camardn blanco
reportada por Qian y cols. (2014), encontrdndose una similitud del 98% a nivel
aminoacidos (Figura 9). Para evaluar las diferencias encontradas se realizd un
alineamiento de la secuencia nucleotidica, en donde se observaron diferencias puntuales
que resultan en cambios en 7 aminoacidos (Figura 9). Ademas, se hizo un alineamiento
de la secuencia de p53 obtenido con la secuencia del camar6n Marsupenaeus japonicus
donde se encontraron similitudes en 4 de los aminoacidos (Figura 10). Los tres
aminoécidos restantes resultaron ser cambios conservados. Como la proteina
recombinante obtenida fue empleada para la produccion de anticuerpos policlonales anti-
p53 y no para estudios funcionales, en donde el cambio de aminoacidos es un

impedimento, se procedi6 a la sobreexpresion de p53.

30



atgcagcggtcggactccgagctgctgttcggcgaggacgagtatcacctgectcagggatgactctctectyg
M 9 R $s DS E L L F G E D E Y H L L R D D S L L
caacgcatcggctccaccaacttccgcaccctgttggagaccccagacattgtecgeccgtgeccgagetgaaa
Q R I G s T N F R T L L E T P D I V A V P E L K
gatgaggacgaacagcatcagcagcaacatcaaaatcagcggcaacagcaacctcagcagcagcagcaacaa
b EDE OQH O QO QO H O NOROQQ O P O O O Q O O
cagcagcagcagccagtcgcgcaacaagtggcttacccgatccagaatattgataaccagectgatcctggeg
Q 9 0 Qg P V A Q Q V A Y P I Q9 N I DN Q L I L A
aatccccacatccacggagatatctttcaaactgttcaagttcagcagcacacttcacagcaacagcagctg
N P H I H G D I F Q T V Q V QQ Q H T S Q O QO O L
ccacagctccagccaggacagcaaatcccecgtgggattctcectceccagactecttgatacagaaaatgtggaagtyg
P o L 9 P G QO ¢ I P W D S L Q T L D T E N V E V
ttgccaagcagcaatgtgtcagtcggtggtgtatcagccgceccattgecttgattgaaggectctaccacttee
L P S S NV SV GGGV S A A I AL I E G S T T S
tgcctggctgactctactctggcacattcagtgccatcactccageccatgggcaggtecgtcacaaattecgge
c . A D S T L A H S V P S L Q P W A G R H K F G
atctccctcccaactggcaacaaagatcgcaacaagtggtgctacagtcaggatctaggcaaactctaccte
I s L p T G N K D R N K W C Y S Q D L G K L Y L
tgcccaaatgttgccgtaccagtgaatgtaacattggatgactgggtgaatgctaacatcaccatgacccca
c p NV AV P VNV T L D D WV N AN I T M T P
gtgttcaagcaaagctgccaccgcacagaaccagtgaacaggtgctacaactgcaagagtattcaaaactgt
vV F K ¢ s ¢C H R T E P V N R C Y N C K S I QO N C
gatccaaatttggctgagcatttagtgcaggtcgagggtgagggctgtgaatacagcttcatcaacgacaga
b P N L A E H L V Q V E G E G C E Y S F I N D R
tacatggtcaccgtgcccctcececgecccecccaccccecctggggaggtcectectcaacgectectgatcaagattatg
y Mm v T v P L R P P P P G E V s s T L L I K I M
tgtctgacttcatgcgttggaggccccaacagacgtcccttectgtattgttecttactecttagaaactectgtt
c . T s ¢ VvV G GG P NRIRPPF CTI VL T L R N S V
actggtgaagagattggtaggcagatcctggacattaagtgctgcaagtgcccatctcgtgatctgactaat
T 6 E E I G R Q I L b I K CCZKC P S R D L T N
gatgagaaaagcaggactcccacagcccctgectgcaccatcagctgaagaagaaaaacgtacaaaggtacga
D E K S R T P T A P A A P S A E E E K R T K V R
aagttggcaacagaaattgccgttggccagaagcgcaagagaccaaagatcaaactagaaccaggaacagat
K LA T E I A V G Q K R KR P K I K L E P G T D
tctcgaatggtcaacattgctgtcccaatagagtatgaagctgaggtgaagtcttatatcaacaagectcatt
S R M VvV N I A V P I E Y E A E V K S Y I N K L I
gccgctgatttaatcaagaagtggcagcecctgacgcgctcatgtatcctgaagaggagagtaac
A A D L I K K W Q P D A L M Y P E E E S N

Figura 8. Secuencia nucleotidica y secuencia aminoacidica deducida de p53 obtenida.
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p53 ATGCAGCGGTCGGACTCCGAGCTGCTGTTCGGCGAGGACGAGTATCACCTGCTCAGGGAT 60

p53Qian ATGCAGCGGTCGGACTCCGAGCTGCTGTTCGGCGAGGACGAGTATCACCTGCTCAGGGAT 60
p53 GACTCTCTCCTGCAACGCATCGGCTCCACCAACTTCCGCACCCTGTTGGAGACCCCAGAC 120
p53Qian GACTCTCTCCTGCAACGCATCGGCTCCACCAACTTCCACACCCTGTTGGAGACCTCAGAC 120
p53 ATTGTCGCCGTGCCCGAGCTGAAAGATGAGGACGAACAGCATCAGCAGCAACATCAAAAT 180
p53Qian ATTGTCGCCGTGCCCGAGCTGAAGGATGAGGAAGAACAGCATCAGCAGCAACATCAAAAT 180
p53 CAGCGGCAACAGCAACCTCAGCAGCAGCAGCAACAACAGCAGCAGCAGCCAGTCGCGCAA 240
p53Qian CAGCGGCAACAGCAACCTCAGCAGCAGCAGCAACAACAGCAGCAGCAGCCAGTCGCGCAA 240
p53 CAAGTGGCTTACCCGATCCAGAATATTGATAACCAGCTGATCCTGGCGAATCCCCACATC 300
p53Qian CAAGTGGCTTACCCAATCCAGAATATTGATAACCAGCTGATCCTGGCGAATCCCCACATC 300
p53 CACGGAGATATCTTTCAAACTGTTCAAGTTCAGCAGCACACTTCACAGCAACAGCAGCTG 360
p53Qian CACGGAGATATCTTTCAAACTGTTCAAGTTCAGCAGCACACTTCACAGCAACAGCAGCTG 360
p53 CCACAGCTCCAGCCAGGACAGCAAATCCCGTGGGATTCTCTCCAGACTCTTGATACAGAA 420
p53Qian CCACAGCTCCAGCCAGGACAGCAAATCCCGTGGGATTCTCTCCAGACTCTTGATACAGAA 420
p53 AATGTGGAAGTGTTGCCAAGCAGCAATGTGTCAGTCGGTGGTGTATCAGCCGCCATTGCC 480
p53Qian AATGTGGAAGTGTTGCCAAGCAGCAATGTGTCAGTCGGTGGTGTATCAGCCGCCATTGCC 480
p53 TTGATTGAAGGCTCTACCACTTCCTGCCTGGCTGACTCTACTCTGGCACATTCAGTGCCA 540
p53Qian TTGATTGAAGGCTCTACCACTTCCTGCCTGGCTGACTCTACTCTGGCACATTCAGTGCCA 540
p53 TCACTCCAGCCATGGGCAGGTCGTCACAAATTCGGCATCTCCCTCCCAACTGGCAACARA 600
p53Qian TCACTCCAGCCATGGGCAGGTCGTCACAAATTCGGCATCTCCCTCCCAACTGGCAACAAA 600
p53 GATCGCAACAAGTGGTGCTACAGTCAGGATCTAGGCAAACTCTACCTCTGCCCAAATGTT 660
p53Qian GATCGCAACAAGTGGTGCTACAGTCAGGATCTAGGCAAACTCTACCTCTGCCCAAATGTT 660
p53 GCCGTACCAGTGAATGTAACATTGGATGACTGGGTGAATGCTAACATCACCATGACCCCA 720
p53Qian GCCGTACCAGTGAACGTAACATTGGATGACTGGGTGAATGCTAACATCACCATGACCCCA 720
p53 GTGTTCAAGCAAAGCTGCCACCGCACAGAACCAGTGAACAGGTGCTACAACTGCAAGAGT 780
p53Qian GTGTTCAAGCAAAGCTGCCACCGCGCAGAACCAGTGAACAGGTGCTACAACTGCAAGAGT 780
p53 ATTCAAAACTGTGATCCAAATTTGGCTGAGCATTTAGTGCAGGTCGAGGGTGAGGGCTGT 840
p53Qian ATTCAAAACTGTGATCCAAATTTGGCTGAGCATTTAGTGCAGGTCGAGGGTGAGGGCTGT 840
p53 GAATACAGCTTCATCAACGACAGATACATGGTCACCGTGCCCCTCCGCCCCCCACCCCCT 900
p53Qian GAATACAGCTTCATCAACGACAGATACATGGTCACCGTGCCCCTCCGCCCCCCACCCCCT 900
p53 GGGGAGGTCTCCTCAACGCTCCTGATCAAGATTATGTGTCTGACTTCATGCGTTGGAGGC 960
p53Qian GGGGAGGTCTCCTCAACGCTCCTGATCAAGATTATGTGTCTGACTTCATGCGTTGGAGGC 960
p53 CCCAACAGACGTCCCTTCTGTATTGTTCTTACTCTTAGAAACTCTGTTACTGGTGAAGAG 1020
p53Qian CCCAACAGACGTCCCTTCTGTATTGTTCTTACTCTTAGAAACTCTGTTACTGGTGAAGAG 1020
p53 ATTGGTAGGCAGATCCTGGACATTAAGTGCTGCAAGTGCCCATCTCGTGATCTGACTAAT 1080
p53Qian ATTGGTAGGCAGATCCTGGACATTAAGTGCTGCAAGTGCCCATCTCGTGATCTGACTAAT 1080
p53 GATGAGAAAAGCAGGACTCCCACAGCCCCTGCTGCACCATCAGCTGAAGAAGAAAAACGT 1140
p53Qian GATGAGAAAAGCAGGGCACGAGGAGCCCCTGCTGCACCATCAGCTGAAGAAGAAAAACGT 1140
p53 ACAAAGGTACGAAAGTTGGCAACAGAAATTGCCGTTGGCCAGAAGCGCAAGAGACCAAAG 1200
p53Qian ACAAAGGTACGAAAGTTGGCAACAGAAATTGCCGTTGGCCAGAAGCGCAAGAGACCAAAG 1200
p53 ATCAAACTAGAACCAGGAACAGATTCTCGAATGGTCAACATTGCTGTCCCAATAGAGTAT 1260
p53Qian ATCAAACTAGAACCAGGAACAGATTCTCGAATGGTCAACATTGCTGTCCCAATAGAGTAT 1260
p53 GAAGCTGAGGTGAAGTCTTATATCAACAAGCTCATTGCCGCTGATTTAATCAAGAAGTGG 1320
p53Qian GAAGCTGAGGTGAAGTCTTATATCAACAAGCTCATTGCCGCTGATTTAATCAAGAAGTGG 1320
p53 CAGCCTGACGCGCTCATGTATCCTGAAGAGGAGAGTAAC 1359

p53Qian CAGCCTGACGCGCTCATGTATCCTGAAGAGGAGAGTAAC 1359

Figura 9. Comparacion de la secuencia nucleotidica de p53 obtenida con p53 reportada por Qian
y cols. (2014).
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p53 === MORSDSELLFGEDEYHLLRDDSLLOQRIGSTNFRTLLETPDIVAVPELKDEDEQHQ 55
p53Q¢ian —-==== MORSDSELLFGEDEYHLLRDDSLLOQRIGSTNFHTLLETSDIVAVPELKDEEEQHQ 55
p53Mjaponicus MOQGGMQRSDSELLFGEDEYHLLRDDSLLOQRFGSANFHTLLDGPDVEPPVTEQEVEDQQQ 60
p53 QOHONQROQQOPQOOOQQ0-00Q0P-—-VAQQVAYPIQNIDNQLILANPHIHGDIFQTVQVQ 111
p53Qian QOHONQROQQOPQOOOQQO-00QQP---VAQQVAYPIQNIDNQLILANPHIHGDIFQTVQVQ 111
p53Mjaponicus 00Q000Q0OPOPOOOQOOIOOQOPGOOPAPQIAYPIQNIDNQLILTNSHIHGEIFQTVQVQ 120
p53 QHTSQQQOLPQLOPGQQIPWDSLOTLDTENVEVLPSSNVSVGGVSAATIALIEGSTTSCLA 171
p530Qian QHTSQQQOLPQLOPGQQIPWDSLOTLDTENVEVLPSSNVSVGGVSAATIALIEGSTTSCLA 171
p53Mjaponicus QOP-0Q000IQQLOPGOPIPWDSLOTLDTENVEVLPNNNVPVGGVSAAITLIEGSATSCLA 179
p53 DSTLAHSVPSLOPWAGRHKFGISLPTGNKDRNKWCYSQDLGKLYLCPNVAVPVNVTLDDW 231
p530Qian DSTLAHSVPSLOPWAGRHKFGISLPTGNKDRNKWCYSQDLGKLYLCPNVAVPVNVTLDDW 231
p53Mjaponicus DSTLAHSVPSLOPWAGRHKFGISLPTGNKDRNKWCYSQDLGKLYLCPNVAVPVNVMLEDW 239
p53 VNANITMTPVFKQSCHRTEPVNRCYNCKSIQNCDPNLAEHLVQVEGEGCEYSFINDRYMV 291
p530Qian VNANITMTPVFKQSCHRAEPVNRCYNCKSIQNCDPNLAEHLVQVEGEGCEYSFINDRYMV 291
p53Mjaponicus VNATITMTPVFKQSCHRTEPVNRCYNCKSIQNCDPNLAEHVVQIEGEGCEYSFINDRYLV 299
p53 TVPLRPPPPGEVSSTLLIKIMCLTSCVGGPNRRPFCIVLTLRNSVTGEEIGRQILDIKCC 351
p53Qian TVPLRPPPPGEVSSTLLIKIMCLTSCVGGPNRRPFCIVLTLRNSVTGEEIGRQILDIKCC 351
p53Mjaponicus TVPLRPPPPGEVPSTLLIKIMCLTSCVGGPNRRPFCIVLTLRNSVTGEEIGRQILDIKCC 359
p53 KCPSRDLTNDEKSRTPTAPAAPSAEEEKRTKVRKLATEIAVGQKRKRPKIKLEPGTDSRM 411
p530Qian KCPSRDLTNDEKSRARGAPAAPSAEEEKRTKVRKLATEIAVGQOKRKRPKIKLEPGTDSRM 411
p53Mjaponicus KCPSRDLTNDEKSRTPTAPSTPSVDEEKRTKVRKLANEIAVGOQKRKRPKIKLEPGTDSRM 419
P53 VNIAVPIEYEAEVKSYINKLIAADLIKKWQPDALMYPEEESN 453

p53Qian VNIAVPIEYEAEVKSYINKLIAADLIKKWQPDALMYPEEESN 453

p53Mjaponicus VNIAVPVEYEAEVKSYINKLIAADLIKKWQPDALMYPEEESN 461

Figura 10. Comparacion de la secuencia aminoacidica de p53 de L. vannamei obtenida con p53
reportada por Qian y cols. (2014) y p53 de M. japonicus.

Sobreexpresién y purificacion de p53 recombinante

La sobreexpresién de proteinas en organismos procariotas es la mas utilizada,
principalmente en la bacteria E. coli. Esta bacteria presenta ventajas sobre otros
organismos como la facilidad de manipulacion del material genético, el gran nimero de
vectores de expresion disponibles y el poco tiempo necesario para la produccion de las
proteinas, ademas del empleo de medios de cultivo econémicos (Baneyx, 1999; Swartz,
2001).

La sobreexpresion de p53 se realizd en células de E. coli ER2566 con el clon
recombinante obtenido, donde se obtuvo una proteina recombinante de 84 kDa. De las
distintas concentraciones de IPTG vy tiempos evaluados se encontrd que las mejores
condiciones para la sobreexpresion fueron a las 4 horas después de agregar 0.4 mM IPTG
(Figura 11), donde se observa un ligero aumento en la intensidad de la banda en

comparacion con el control de la muestra sin inducir.
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Figura 11. Analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% de la prueba de
sobreexpresion a diferentes tiempos con distintas concentraciones de IPTG.

Seguido a la sobreexpresion, se realizé la prueba de solubilidad de la proteina para
ello, el botdn celular fue sonicado y se separd la proteina soluble de la insoluble,
encontrandose que p53 estaba en la fase insoluble. Esto concuerda con trabajos similares,
en donde p53 de humanos se sobreexpreso en células de E. coli BL21 y que resulté en la
formacion de cuerpos de inclusion (La Fevre-Bernt 2008). Bell y cols. (2002) clonaron
p53 de humanos en el vector de sobreexpresién pET3a y reportan que la expresion de p53
a 37 °C resultaba en su produccién en cuerpos de inclusion; para mejorar la solubilidad
disminuyeron la temperatura de incubacion a 22 °C lo que resulto en la produccién de
proteina soluble. Pero, para obtener cantidades méas grandes sobreexpresaron p53 en forma
de cuerpos de inclusion. Para solubilizar la proteina, los cuerpos de inclusién fueron
tratados con guanidinio-HCI 6 M mejorando considerablemente la cantidad de p53

soluble.

Para tratar de solubilizar p53 recombinante, se agreg6 al buffer lisis el detergente
no iénico Tritdn X 100. El botdn celular se homogenizé con el buffer lisis y se sonicé para
posteriormente separar las fracciones solubles e insoluble mediante centrifugacion. Las
fracciones obtenidas se evaluaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% donde
se encontrd que la proteina de fusion se encontraba de nuevo en la fraccion insoluble
(Figura 12). Se realizaron varias pruebas para tratar de solubilizar la proteina, modificando

la composicion del buffer lisis asi como las condiciones de sobreexpresion, centrifugacion
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0 sonicacion (Tabla 5), ninguna de las cuales resulté con mejorias en la solubilidad de la
proteina de fusion p53.

0.25% Triton-X100
|
o & ,;}éa [ |
Q'é\:';g’ & ‘9@ o & o & o &
=
FF T F L & E S E I §

116.3kDa o
97.4 kDa

— —

Figura 12. Prueba de solubilidad de la proteina p53. Solubilizacién de p53 utilizando Tritdon X
100. Las flechas indican p53 de fusion (84 kDa).

Tabla 5. Estrategias para solubilizar p53

PRUEBA

© NG~ LDNE

4 pulsos de sonicacion de 10 seg, buffer lisis.

4 pulsos de sonicacion de 10 seg, buffer lisis con 0.1% Triton X 100

Homogenizacion con politron, buffer lisis con 0.25% Triton X 100

6 pulsos de sonicacion de 10 seg, buffer lisis con 0.25% Triton X 100

Homogenizacion con politron, buffer lisis con deoxicolato de sodio 2%

Sobreexpresion a 30 °C, 6 pulsos de sonicacion de 10 seg, buffer lisis con 0.5% Tritén X 100
Homogenizacion con politron, buffer lisis con 0.25% Triton X 100y 2 M Urea
Homogenizacion con politrén, buffer lisis (pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0) con 0.25% Triton
X 100

Velocidad de centrifugacion (3000- 12000 g)

10. Sobreexpresiéna 20y 25 °C

11.  Induccion de corte con DTT en tubo

12.  Construccion de nuevo plasmido con fragmento de p53 de 1122 pb
13.  Solubilizacion con guanidinio-HCI 7M

14.  Solubilizacion con urea 8M

La proteina de fusion logré solubilizarse con urea 8 M. El botdn celular se
homogenizo con buffer lisis con Triton X 100 a una concentracion de 0.5%, se incub6 en
hielo durante 2 horas para posteriormente llevar a cabo la sonicacién. La fraccion
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insoluble obtenida de la sonicacion se homogeniz6 utilizando un politrén, el
homogenizado se incubd durante 1 hora en agitacién a 4 °C. En la figura 13 pueden
observarse las fracciones solubles e insolubles obtenidas en cada paso del procedimiento.
La banda del tamafio aproximado de la proteina de fusion (84 kDa) la cual se encuentra
en la fraccion soluble sin tratar con urea asi como en la fraccion soluble tratada con urea
antes de la incubacion de 1 hora. También, se observé la proteina en las fracciones

insolubles después de tratadas con urea.

Después de  Urea 8M pre- Urea 8M post-
sonicacion incubacién  incubacion

116.3 kDa
97.4 kDa

66.2 kDa

45 kDa
31kDa

21.5kDa

Figura 13. Evaluacion de las fracciones obtenidas durante el procedimiento de solubilizacion de
p53 de fusion utilizando urea 8M. Las flechas indican p53 de fusion.

Para verificar que la banda encontrada en dichas fracciones fuera la proteina de
fusién, se indujo el corte mediado por inteina en tubo con el DTT. En la figura 14 se
presenta el gel de poliacrilamida; las fracciones solubles que fueron tratadas con el DTT
presentan una ligera disminucion en la intensidad de la banda de la proteina de intereés,
esto en comparacion con las muestras control. La disminucion en la intensidad de la banda
indica que se ocurrio el corte de la proteina de fusién sin embargo no fue total, ya que a
diferencia de las fracciones insolubles que fueron tratadas con DTT, la banda que
corresponde al tamafio aproximado de la proteina de fusion desaparecio. Ademas, en las
muestras tratadas se observa una banda con el tamafio aproximado de p53 (50.84 kDa)
misma que no se encuentra en las muestras control. Esto indica que si ocurri6 el corte con
el reactivo tiol, por lo que la banda si corresponde a la proteina de fusién y se encuentra

en la fraccion soluble.
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sonicacion Incubacién Incubacion

116.3kDa
97.4kDa

66.2 kDa

45kDa
31kDa

215kDa

Figura 14. Induccion del corte mediado por inteina con DTT de las muestras que contenian la
banda de interés. Las flechas indican a p53 cortada.

Las fracciones obtenidas asi como las muestras tomadas durante el proceso de purificacion
fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura 15). En la figura 15b se muestran las fracciones
obtenidas de la elucién de la proteina de la columna de quitina, la cual no se encuentra

pura, ya que se pueden apreciar bandas adicionales a p53.

116.3 kDa
97.4kDa

66.2 kDa

45 kDa
31kDa

21.5kDa

Figura 15. Purificacién de p53 por cromatografia de afinidad. a) Evaluacion de las muestras
tomadas del procedimiento de purificacion por cromatografia de afinidad. b) Fracciones
eluidas de la columna de quitina con la proteina p53. Las flechas indican p53
recombinante.
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Produccidn de anticuerpos policlonales anti-p53

Para la produccién de los anticuerpos policlonales, se utilizaron las fracciones 2 y 6
obtenidas de la elucion. En el dia cero de la inmunizacion al conejo, se realizo el primer
sangrado para la obtencidn del suero pre-inmune, en donde se obtuvieron 3.5 mL de suero.
Ademas, se realizo la inyeccion primaria donde se tomaron en donde se inyectd un total

de 161.1 pg de proteina.

Para realizar el primer y segundo booster, se tomo la fraccion 6 concentrada, la
cual tenia una concentracion de 805.5 ug/mL. Para cada uno de los boosters, se inyect6
un total de 201.37 ug de proteina. Al dia 35 después de la inmunizacion primaria se realiz6
el sangrado final mediante puncidn venosa, obteniéndose un total de 8.5 mL de suero anti-
p53. Para probar la presencia de anticuerpos en el suero obtenido después de las
inmunizaciones se realizaron los dot blots. Se detectd sefial del anticuerpo en las
fracciones soluble e insoluble de las muestras de sobreexpresion inducidas, siendo mas
evidente en la fraccion insoluble lo que corresponde a los resultados obtenidos de la
prueba de solubilidad, en donde la proteina de fusién se obtuvo mayormente en su forma
insoluble. Ademés, se observa un aumento en la intensidad de la sefial conforme
disminuye la dilucion del anticuerpo. El suero pre-inmune no presento sefial de anticuerpo
(Figura 16).
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Inducido P

Sinind P

Figura 16. Evaluacion del antisuero mediante Dot blots, probando 3 diluciones. Los puntos
indican la presencia de anticuerpos.
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Deteccion de p53 en tejidos

Para detectar p53 en tejidos de camaron mediante western blot, se prepararon extractos
nucleares y citoplasmaticos de hepatopancreas y branquias bajo condiciones de normoxia
e hipoxia. Los extractos obtenidos se analizaron por electroforesis SDS-PAGE en donde
se pueden observar las diferencias en el patron de bandeo de los extractos nucleares con
respecto a los citoplasmaéticos (Figura 17).

En ambos tejidos de camardn sometidos a condiciones de normoxia se detectd p53.
En el caso de branquias fue méas notoria la sefial en los extractos nucleares que en los
extractos citoplasmaticos. En hepatopancreas, se detectd p53 en ambos extractos sin
embargo, la sefial fue muy baja (Figura 18A). Comparando ambos tejidos la sefial de p53
fue mas evidente en branquias en ambos extractos. En el caso de los tejidos sometidos a
hipoxia, se detectdé p53 en los extractos nucleares de ambos tejidos principalmente en
branquias (Figura 18B). En los extractos citoplasmaticos bajo condiciones de hipoxia no
se detect6 p53 (Figura 18C)

Los resultados obtenidos son similares a lo reportado por Graeber y cols. (1994)
en donde se encontr6 que en células cancerigenas de humano (GM02184B, DU-145, PC-
3, HL-60, NIH 3T3, HTB33, RKO, MCF-7) que fueron sometidas a bajas concentraciones
de oxigeno habia un incremento en la acumulacién de p53 en extractos nucleares. En
hepatopancreas, la banda de p53 migr6 mas abajo de la banda control de p53 cortada,
pudiéndose deber a que la proteina sufri6 modificaciones post-traduccionales como la
acetilacion, fosforilacion, metilacion o SUMOylacion que afectaron su migracion en el

gel.
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Figura 17. Extractos nucleares y citoplasmaticos. a) Extractos nucleares y citoplasmaticos de
branquias y hepatopancreas de camarones sometidos a normoxia. b) Extractos nucleares
de branquias y hepatopancreas de camarones sometidos a hipoxia. c) Extractos
citoplasmaticos de branquias y hepatopéncreas de camarones sometidos a hipoxia.
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Figura 18. Western blot de los extractos nucleares y citoplasmaticos de hepatopéncreas y
branquias. a) Western blot de extractos nucleares y citoplasmaticos de branquias y
hepatopdncreas de camarones sometidos a normoxia. b) Western blot de extractos
nucleares de branquias y hepatopancreas de camarones sometidos a condiciones de
hipoxia. ¢) Western blot de extractos citoplasmaticos de branquias y hepatopancreas de
camarones sometidos a condiciones de hipoxia.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es sabido que la induccion de p53 en respuesta al estrés ocurre principalmente por la
modificacion de la proteina y no por la induccion de la transcripcién del gen que codifica
a p53. Esta proteina bajo condiciones normales se encuentra en forma latente e inactiva,
gracias a su estabilizacion mediante la formacion del complejo p53-Mdm-2. Algunos tipos
de estrés como la hipoxia causan la activacion de p53 por medio de la disociacion de este
complejo, ademas de que p53 sufre modificaciones postraduccionales que permiten su
traslocacion al nacleo para asi poder llevar a cabo su funcion como un factor de
transcripcion y promover la activacion de genes que tienen diversas funciones en respuesta
al estrés. En este trabajo se demostré que la hipoxia causa un aumento en el nivel de
transcritos de p53 en branquias a horas tempranas después de haber sido sometidos a bajas
concentraciones de oxigeno. A nivel proteina, se encontrd6 que en hepatopancreas y
branquias que fueron sometidos a hipoxia hubo una acumulacién de p53 en el ndcleo.
Estos resultados sugieren que p53 es inducida y activada principalmente a nivel proteina
en respuesta al estrés por hipoxia en el camarén blanco. Por esto, es necesario seguir
investigando el efecto que tiene p53 en las células del camardn lo que le permite su

supervivencia en estas condicione.
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