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RESUMEN

Se reportan dos metodologias basadas en tamizados genéticos para la identificacién de
oligopéptidos con secuencia semialeatoria que posean actividad fotoprotectora utilizando la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Se generd una biblioteca de plasmidos que codifica a
dichos oligopéptidos mediante clonaje in vivo. La cepa mutante de levadura Arad9 fue
transformada con el plasmido de expresion pEGH y plantillas semialeatorias de ADN. Dos
procesos de tamizaje genético se desarrollaron en paralelo. En el primero, la levadura
transformada fue inducida en caldo conteniendo galactosa, plaqueada en un medio selectivo
y expuesta a irradiacion UVB (302nm). Se evalud la capacidad fotoprotectora de los
oligopéptidos expresados en las colonias sobrevivientes mediante sembrado en &reas de
mayor dimension e irradiacion inmediata. Se extrajo los plasmidos de los candidatos que
presentaron un mayor crecimiento y se confirmo la presencia de los fragmentos clonados
mediante digestion con enzimas de restriccion. Se transformé a los plasmidos en la cepa de
levadura Arad24. Los transformantes fueron replicados en placas conteniendo medio
inductor e irradiados. Los sobrevivientes fueron sometidos a tamizajes consecutivos por
sembrado y plaqueo en diluciones seriadas, donde tres candidatos fueron seleccionados. En
el segundo método de tamizaje, se plaqued a los transformantes iniciales en Arad9 en medio
selectivo. Posteriormente, se realizo pruebas de irradiacion por replica de placa, tamizaje por
sembrado y plaqueo con diluciones seriadas. Se recuperaron los plasmidos seleccionados
para una segunda confirmacion con la cepa mutante Arad24, obteniéndose un candidato
resistente a irradiacion UV. Se analizd la expresion plasmidica de los candidatos obtenidos
en ambos procesos de tamizaje a través de Western Blot, confirmando la presencia de los
oligopéptidos fusionados a glutation-S-transferasa (GST). Adicionalmente, 3 candidatos
fueron secuenciados confirmando la ubicacion de tirosina en las posiciones esperadas, y
residuos de aminoécidos con carga como histidina, arginina y acido glutamico. En
conclusion, los métodos de tamizado genéticos de oligopéptidos semialeatorios permitieron
la identificaciébn de posibles péptidos bioldgicamente activos que poseen capacidad

fotoprotectora.

Palabras Clave: Saccharomyces cerevisiae, fotoprotectora, oligopéptido, tamizado

genético, irradiacion UVB.
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ABSTRACT

Here, we report two genetic screening methods for the identification of semi-random
oligopeptides with photoprotective activity using the yeast Saccharomyces cerevisiae. A
plasmid library encoding for these oligopeptides was generated through in vivo cloning. The
Arad9 yeast mutant strain was transformed with the pEGH expression plasmid and semi-
random DNA templates. Two genetic screenings were developed in parallel. In the first
method, the transformed yeast was induced in a broth containing galactose, plated on
selective media, and exposed to UVB radiation (302 nm). The photoprotective activity of
the oligopeptides expressed in the surviving colonies was assessed by streaking in larger
areas, followed by irradiation. Plasmids were extracted from candidates that showed greater
growth, and the presence of cloned fragments was confirmed through restriction digestion.
These plasmids were transformed into the Arad24 yeast strain. We used replica plating to
irradiate transformants on inducing media. Survivors underwent consecutive screenings via
streaking and plating of serial dilutions, resulting in the selection of three candidates. In the
second screening method, the initial Arad9 transformants were plated on selective media.
Subsequently, irradiation tests were conducted by replica plating, streaking, and serial
dilutions. The selected plasmids were recovered for a second confirmation with the Arad24
mutant strain, yielding one UV-resistant candidate. The plasmid expression of candidates
obtained in both screenings was analyzed via Western Blot, confirming the presence of
oligopeptides fused to glutathione-S-transferase (GST). Additionally, through sequencing
we confirmed the presence of tyrosine, as expected, and other charged amino acid residues
such as histidine, arginine, and glutamic acid. In conclusion, our genetic screening methods
for semi-random oligopeptides enabled the identification of potential biologically active

peptides with photoprotective properties.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, photoprotective, oligopeptides, genetic screenings,
UVB radiation.
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I. INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta, principal fuente de energia en la tierra, es un factor fundamental
para el desarrollo de la vida. Promueve la produccion de vitamina D en la piel y, por lo tanto,
cumple un papel protagonico en el mantenimiento de nuestra salud (Engelsen, 2010; Lucas
et al., 2006; Trummer et al., 2016). Sin embargo, una excesiva exposicion a esta se asocia
con diferentes enfermedades del ser humano. Los rayos ultravioletas A y B, parte del
espectro electromagnético emitido por el sol, afectan de manera sinérgica a nuestra
epidermis y dermis (Sordo & Gutiérrez, 2013). Por ello, la radiacion UV es considerada
como el primer factor de riesgo responsable del desarrollo de cancer a la piel, siendo
clasificada como un agente cancerigeno del grupo 1 por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) (Cogliano et al., 2011; IARC, 2009).

Debido a la ubicacion geografica y a la topografia abrupta del territorio peruano, nuestro
pais presenta niveles de radiacion ultravioleta considerados como extremadamente altos. En
el caso de la costa y selva, la radiacién solar oscila entre los indices 8 y 13 (alto y
extremadamente alto). Por otro lado, las regiones andinas presentan niveles ain mayores
entre 9 y 18 (muy alto y extremadamente alto). Esto se debe a que el grosor de la capa de
0zono es menor en zonas con mayor altitud y, por ello, la sierra del Perd se ve en una
situacion mas critica (Rojas, 2018; Senamhi, 2018). Resulta oportuno sefalar que,
dependiendo de la actividad laboral de los individuos, estos pueden verse expuestos a un
riesgo significativamente mayor. Diversos estudios han reportado que personas que trabajan
al aire libre, estando expuestos constantemente a radiacion solar, pueden doblar las
probabilidades de desarrollar carcinoma de células escamosas y, aumentar en un 43% el
riesgo de presentar un carcinoma de células basales (Schmitt, Seidler, Diepgen, & Bauer,
2011). Por ende, los productores que se dedican a actividades como la agropecuaria, cuyo
namero excede a los dos millones de personas, pertenecerian a la poblacién peruana con

mayor vulnerabilidad hacia los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta (INEI, 2014).

Dadas las condiciones que anteceden, la poblacion nacional presenta una gran incidencia de

neoplasias cutaneas. Segun la Direccion General de Epidemiologia (DGE), los casos de



cancer de piel representan el 6,6% del total de canceres registrados, ocupando el cuarto lugar
en frecuencia en el pais (Ramos & Rolando, 2013). Ademas, el Departamento de
Epidemiologia y Estadistica del Cancer del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN) ha sefialado que se observa una evolucion ascendente del numero de casos de
melanoma, pasando de 439 casos el afio 2000 a 592 casos el afio 2011 (Sordo & Gutiérrez,
2013). Ante la situacion planteada, el Circulo Dermatoldgico del Perd (CIDERM) comenz6
a realizar desde el afio 1995 campafias de educacidn, prevencién y deteccion temprana de
cancer de piel y melanoma, denominados “Dia del Lunar”. El principal objetivo de estas
campafias es crear conciencia de los efectos negativos derivados de la sobreexposicion al sol
y fomentar una cultura de prevencion, incentivando el empleo de elementos que protejan
contra la radiacion UV, como el bloqueador solar (Redaccion EC, 2019; Redaccién EC,
2019; Sordo & Gutiérrez, 2013).

Las lociones bloqueadoras son una importante defensa contra los graves efectos genotoxicos
de la radiacion UV. No obstante, existe un limitado nimero de componentes activos
aprobados por entidades internacionales para su uso en blogueadores solares. Solo son 16
los ingredientes aceptados por la FDA (Food and Drug Administration, Estados Unidos)
(FDA, 2018), de los cuales algunos ya estan siendo identificados como peligrosos
contaminantes de ecosistemas marinos (Downs et al., 2016). Ademas, estudios han reportado
que ciertos componentes llegan a ser absorbidos sistematicamente en humanos, lo que genera
efectos alergénicos y toxicos severos (Ghazipura, Mcgowan, Arslan, & Hossain, 2017).
Como puede observarse, existe la gran necesidad de identificar nuevos compuestos que
posean un nivel de fotoproteccion adecuado, no penetren la piel y reemplacen a estas
formulas usadas en los protectores solares actuales que son potencialmente dafinas al
medioambiente. Con este proposito, en el presente estudio se pretende identificar a
oligopéptidos de secuencia semialeatoria que posean actividad fotoprotectora utilizando a la

levadura Saccharomyces cerevisiae.



2.1

Il. REVISION DE LITERATURA

Radiacion UV

La radiacion ultravioleta, descubierta por Johann Wilhelm (Lodyga, Polan, Skotarczak,

Mazur, & Adamski, 2015), es emitida por el sol. Dependiendo de su longitud de onda, esta

se encuentra subdividida en los tres siguientes segmentos (Figura 1) (Friedberg et al., 2006):

UVA (320 a 400 nm) — A pesar de ser la categoria con menor energia, representa el 95%
del total de radiacion UV emitida y es minimamente atenuada por la capa de ozono.
Penetra hasta las capas mas profundas de la dermis, disrumpe el funcionamiento normal
de las células, y afecta a vasos sanguineos y a fibras de colageno. Los rayos UV A dafian
indirectamente al ADN, a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno, los

cuales poseen una accidn destructiva (Lodyga et al., 2015).

UVB (295 a 320 nm) — comprende aproximadamente del 5-10% del espectro de
radiacién UV que llega a la superficie terrestre. Es absorbida por croméforos en la capa
cornea de la piel. Entre los elementos afectados se encuentran: melanina, ADN, acido
urocanico, proteinas, lipidos y aminoacidos. La radiacion UVB dafia directamente al
ADN formando dimeros de pirimidina, los cuales, pueden llegar a generar mutaciones.
Las reacciones inducidas por la radiacion UVB son inmediatas, resultando en la
liberacion de mediadores inflamatorios que dilatan los capilares y causan la formacion

de eritemas.

UVC (100 a 295nm) — Es el tipo de radiacion UV mas peligrosa ya que posee la menor
longitud de onda y, por lo tanto, es la de mayor energia. Posee una alta mutagenicidad y
una gran capacidad de generar eritemas. Ademas, es considerada como bactericida y
bacteriostatica, siendo utilizada en lamparas germicidas. No llega a incidir en la
superficie terrestre ya que es absorbida por la capa de ozono en su totalidad (Lodyga et
al., 2015).

La intensidad de radiacion UV proveniente del sol incrementa con la altitud de la superficie

terrestre. La radiacion que llega a regiones altas transcurre por un camino mas corto a través



de la atmdsfera, lo que conlleva una menor absorcion de estos rayos por la capa de ozono.

En un cielo despejado, la dosis efectiva de radiacion eritematosa incrementa en un 18% +2%

por cada 1000 metros de aumento en altitud (Elumthalter, Ambach, & Ellinger, 1997).
{(V)}

Radiacién Solar

400nm 320nm 295nm 100nm
| | I I
T T
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¥ @
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Figura 1: Incidencia de radiacion UV en la piel y consecuencias bioldgicas.

2.2 Consecuencias biologicas

Desde los comienzos de la vida, los organismos han tenido que lidiar con los efectos
genotoxicos causados por la radiacion UV proveniente del sol. La atmdsfera primitiva, antes
de la formacion de la capa de ozono, impidid que se genere vida en zonas donde no existia
una capa protectora de agua contra esta radiacion letal. Es solo cuando se generd una capa
de ozono lo suficientemente gruesa (hace aproximadamente 600 millones de afios) es que
fue posible una masiva diversificacion de la vida, tiempo conocido como la explosion
Cambrica. Luego de ello, hace aproximadamente 420 millones de afios, los niveles de ozono
aumentaron al punto de permitir que los organismos sobrevivan en la superficie de la tierra,

periodo conocido como Silurico (Berkner & Marshall, 1964).

En la actualidad, la radiacion UV continta generando efectos negativos para los organismos
vivientes, siendo considerada una gran fuente de peligro. Al exponerse a radiacion UV, los

seres humanos pueden sufrir de las siguientes consecuencias adversas (Lodyga et al., 2015):

- Quemaduras solares — Se manifiestan en forma de eritema. Individuos con

fotodermatosis son especialmente sensible a esta reaccion.



- Pigmentacion y envejecimiento prematuro — Se genera un fotoenvejecimiento en la piel,
cuya presentacion clinica incluye a lineas, arrugas, piel seca, hiperqueratosis,

hiperpigmentacion, telangiectasias y la pérdida de elasticidad.

- Inmunosupresion — Se reduce significativamente la cantidad de células Langerhans, lo
que conlleva a la debilitaciébn de los mecanismos de vigilancia inmunolédgica y

consecuentemente contribuye al desarrollo de céncer a la piel.

- Carcinogénesis — Se produce queratosis actinica y el carcinoma escamoso, como
consecuencias de la exposicion crénica a dosis acumulativas de radiacién UV. Por otro
lado, exposicidn periddica y excesiva (a dosis altas) durante la infancia puede ocasionar

melanoma maligno y el carcinoma basocelular.
2.3  Fotoproteccion

Entre las medidas de proteccion contra la radiacion UV que la piel ha desarrollado, se
encuentran: el engrosamiento de la capa epidérmica, diversos mecanismos de reparacion de
ADN, apoptosis, la accion de enzimas antioxidantes y pigmentacion. Sin embargo, todas
estas medidas enddgenas pueden no ser suficientes. Es necesario tomar mayores esfuerzos
para defendernos de los efectos deletéreos anteriormente mencionados. Por lo tanto, se debe
evadir la exposicion a la radiacion solar (especialmente entre las 10am y 2pm), utilizar
sombreros o gorros y ropa de materiales con un alto valor de proteccion solar y lentes de sol,

ademas de aplicar de manera correcta y constante el bloqueador solar.
2.4  Bloqueadores solares

Por convenio, se define al valor FPS (factor de proteccion solar) como la medida de
proteccién contra radiacién UV de una determinada locion bloqueadora. Es calculada como
la dosis minima de radiacién UV que causa una reaccion eritematosa (enrojecimiento de la
piel, DEM) usando el bloqueador solar, sobre la cantidad de radiacién que resulta en el

mismo efecto sin usar la locion. Se utiliza la siguiente formula (Schalka & Manoel, 2011):

DEM (con proteccion
EPS — (conp )

DEM (sin proteccion)

Se ha identificado que una locion con FPS de 15 provee una proteccion del 93% contra rayos
UVB, asi como de un 97% para un blogueador de FPS 30 y de 98% para uno de FPS 50. Sin

embargo, esto no viene a reflejar el nivel de proteccion real que confieren al ser aplicados



en la piel por los usuarios. Diversos factores como el sudor o la condiciones medio
ambientales del momento generan que el valor de FPS esperado pueda disminuir hasta en 10
veces (Sivamani, Ghiya, & Maibach, 2010). Ademas, el publico en general usa de manera
erronea a las lociones bloqueadoras al aplicarlo en cantidades insuficientes (6ptimo 2
mg/cm?), no utilizarlo con una periodicidad adecuada (cada dos horas 0 mas al entrar en
contacto con agua), o al pensar que valores de FPS altos garantizan una proteccién contra la

radiacion UV por un tiempo muy prolongado (Merino et al., 2018).
2.5  Filtros en bloqueadores

Dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas, pueden dividirse en (Schalka & Manoel,
2011):

- Filtros inorgénicos (mecanismo fisico) — Son particulas de 6xidos de metales los cuales
son capaces de reflejar o dispersar la radiacion incidente a través de mecanismos Opticos.
Los mas representativos son oxidos de zinc (ZnO) y dioxido de titanio (TiO.). Las
principales caracteristicas de los filtros inorganicos son su permeabilidad baja y alta
fotoestabilidad.

- Filtros organicos (mecanismo quimico) — Son moléculas que interfieren con la radiacién
incidente al absorberla. EI filtro actia como un cromoforo exdgeno que absorbe la
energia de un fotdn, pasando a un estado excitado. Al retornar a su estado basal, libera
la energia a una longitud de onda mayor, en el rango de luz visible (como fluorescencia)

o0 en el rango de luz infrarroja (como calor).

Solo existen 16 ingredientes (filtros) activos que han sido aprobados para su uso en
blogueadores solares por la FDA (Food and Drug Administration, Estados Unidos), entre los

cuales se encuentran los siguientes (FDA, 2018):

- Acido p-aminobenzoico (PABA)
- Avobenzona

- Cinoxato

- Dioxibenzona

- Homosalato

- Mentil antranilato

- Octocrileno

- Octil metoxicinamato



- Octil salicilato

- Benzofenona-3

- Padimato

- Acido fenilbenzimidazol sulfonico
- Sulisobenzona

- Dioxido de titanio

- Salicilato de trolamina

- Oxido de zinc

A pesar de encontrarse entre la lista de principios activos aprobados para uso tépico en
lociones para humanos, algunos de estos compuestos estan siendo identificados como
toxicos. Uno de ellos es la benzofenona-3 (BP3) la cual ha estado en el mercado por varios
afios y solo recientemente ha llamado la atencion del publico. Estudios han reportado que el
BP3 es absorbido sistematicamente en humanos, a una razon de 2% luego de su aplicacion
en la piel. Ademas, se ha identificado que el BP3 est4 estadisticamente asociado a toxicidad
reproductiva en humanos y animales. En humanos, la exposicion a BP3 ha sido asociada con
una disminucién en edad gestacional, implicando un parto temprano. El peso de una nifia
recién nacida decrece en 21 gramos por unidad de incremento de la concentracion de BP3
en la madre. Por otro lado, el peso de un nifio recién nacido llega a aumentar entre 26-46

gramos por incremento de exposicién maternal al BP3 (Ghazipura et al., 2017).

Adicionalmente, la benzofenona-3 ha sido identificada como contaminante de ambientes
marinos por su alta genotoxicidad hacia corales, lo que causa una decoloracién en ellos. El
BP3 es un disruptor endocrino el cual induce la osificacion de la planula, siendo capaz de
transformar a la larva planula de un estado mévil a una condicion sésil, lo que termina por
encasillarla en su propio esqueleto (Downs et al., 2016). Es por ello que su uso en protectores

solares ha sido prohibido en regiones como Hawaii (Moulite, 2018).
2.6 Saccharomyces cerevisiae

Comunmente conocido como la levadura de la cerveza, ha sido a lo largo de la historia
profundamente estudiado. Su enfoque y razdn principal de investigacion fue en un inicio el
entendimiento de la fermentacion alcohdlica (Barnett, 1998). Luego, su estudio se
popularizé hasta posicionarse como principal organismo modelo eucaridtico por la facilidad
con la que se puede manipular genéticamente. Saccharomyces cerevisiae ha sido el primer

eucarionte en ser transformado con plasmidos, ademas de ser el primero con el cual se logré



la eliminacién de genes (knockouts) y el primero en poseer su genoma completo secuenciado
en el afio 1996 (Sherman, 2002). Muchos aspectos de biologia celular han sido explorados
en este organismo, desde transduccion de sefiales a control del ciclo celular. Los genes
identificados han sido usados como sondas para descubrir vias metabolicas e identificar a
sus homologos en organismos mayores (Forsburg, 2001). La levadura puede crecer como
haploide, lo que permite recuperar mutaciones recesivas. Por otro lado, también se puede
desarrollar como diploide, pudiéndose realizar faciles analisis genéticos como

complementacion, recombinacién y epistasis.
2.6.1 Expresion génica

Saccharomyces cerevisiae es un excelente sistema para la expresion de proteinas
recombinantes eucariontes ya que puede sobreexpresar a proteinas endogenas como
heterdlogas. Al ser de facil manipulacion genética, una cepa puede optimizarse para la
expresion de proteinas especificas. Ademas, muchas proteinas eucariontes contienen
modificaciones postraduccionales que pueden llevarse a cabo en la levadura, pero no en
sistemas de expresion bacterianos. Por ultimo, en comparacion con sistemas de expresion
por cultivo de células de mamiferos, Saccharomyces cerevisiae crece mucho mas rapido y a
menor costo, pudiéndose realizar cultivos a mayor escala con altos niveles de eficiencia y
rentabilidad (Ostergad, Olsson, & Nielsen, 2000).

2.7  Bibliotecas de plasmidos codificantes de péptidos semialeatorios

Durante las dltimas décadas ha habido un incremento en la demanda de péptidos
biologicamente activos para una variedad de finalidades, entre las que se encuentran:
actividad antioxidante, como péptidos bioactivos en hidrolizados de cafiihua (Chirinos et al.,
2018); capacidad antimicrobiana, como péptidos derivados de pediocina PA-1 (Albayrak,
2011); el desarrollo de vacunas y, finalmente, estudios estructurales donde péptidos son
usados para identificar los factores que influencian la estructura tridimensional de las
proteinas. Un factor limitante es el tiempo y esfuerzo que demanda trabajar con una molécula
a la vez. Por ello es que se estan desarrollando maneras de sintetizar grandes nimeros de
péptidos de manera econdmica, confiable y rapida (Lloyd-Williams, Albericio, & Giralt,
1997). Otro factor es la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para tamizarlos entre un
pool de péptidos expresados en una biblioteca. Un ejemplo utilizando la levadura es el

ensayo de doble hibrido el cual es una herramienta poderosa para descifrar interacciones



entre proteinas para dilucidar vias metabdlicas (Albayrak, 2011; Barreto, Aparicio,
Bharathikumar, DeCoteau, & Geyer, 2012).

2.7.1 Plasmido pEGH

Es el plasmido que se empleara en este estudio. Fue inicialmente reportado en 1993 como
herramienta de expresion de la proteina Ras2, la cual requiere la incorporacion de
modificaciones postraduccionales para su correcta funcionalidad (Mitchell, Marshall, &
Deschenes, 1993). Este vector, cuya secuencia completa es conocida, ha sido desde entonces
ampliamente usado como plasmido de expresion para la produccion de altos niveles de
proteinas fusionadas con la etiqueta glutation-S-transferasa (GST) en la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Pierce & Wendland, 2016) (Figura 2).

EcoRI
PoliHis-Tag

Figura 2: Principales caracteristicas del plasmido de expresion pEGH. GST: Gen codificante
para la glutatién-S-transferasa; PGAL: Promotor que regula la expresién de genes
responsables del metabolismo de galactosa; URA3: Gen que codifica para la orotidina-5-
fosfato descarboxilasa y funciona como un marcador de seleccion de transformantes en
medios sintéticos que carecen de uracilo.

El plasmido controla la expresion génica de estas proteinas quimeéricas mediante el promotor
GAL1/10, el cual es inducido con la presencia de galactosa en el medio y reprimido por
glucosa (West, Chen, Putz, Butler, & Banerjee, 1987) (Figura 3).



Estado NO INDUCIDO (medio: AUSENCIA de galactosa)

Promotor GAL1/10

l—l—\

I UAS¢, I

: GEN X

Gal8o *
0%

de eﬂ"e

Plasmido

@
Activador transcripcional
v Gal80: Represor transcripcional

w Regulador alostérico

Célula de levadura

Estado INDUCIDO (medio: PRESENCIA de galactosa)

Promotor GAL1/10

GALACTOSA

2
Activador transcripcional
v Gal80: Represor transcripcional

w Regulador alostérico

Célula de levadura

Figura 3: Representacion grafica del sistema de expresion regulada por el promotor GAL1/10 del plasmido pEGH. Izquierda: Estado reprimido del promotor en un
medio carente de galactosa. El factor de transcripcion Gal4 es inactivado por el represor transcripcional Gal80. Derecha: Estado inducido del promotor en un medio
cuya fuente de carbono es la galactosa. El regulador alostérico Gal3 es activado y transportado al nucleo celular en donde se liga y genera un cambio estructural en el

represor Gal80, lo que permite la activacion del factor transcripcional Gal4



I1l. METODOLOGIA

3.1  Lugar de ejecucion

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Quimica Bioldgica y Bioanalisis del
Departamento Académico de Quimica en la Universidad Nacional Agraria La Molina.
3.2  Materiales

3.2.1 Cepasy plasmidos
Tabla 1: Cepas y plasmidos

Descripcion

Cepa
Saccharomyces

cerevisice W303 Genotipo: MATa leu2-3.112 his3-11.15 ura3-1 ade2-1 canl-100 trpl-1

(Thomas y Rothstein 1989).

drad? Derivado de Saccharomyces cerevisiae W303, (4drad?)
Cepa sensible a radiacion UV

Arad24 Derivado de Saccharomyces cerevisiae W303, (Arad24)
Cepa sensible a radiacion UV

TOPI10 Cepa de E.coli para clonacion

Plasmido

pEGH

Vector de clonacion. (promotor GAL1/10, marcador de seleccién URA3,
expresion de proteinas fusionadas a GST)

3.2.2 Materiales de uso rutinario
- Matraces
- Micropipetas
- Palitos de dientes estériles
- Pipetas y micropipetas
- Tubos de ensayo estériles (15ml y 50ml)
- Microplatos
- Piezas de terciopelo
- Agua destilada estéril
- Tubos de microcentrifugas
3.2.3 Medios de cultivo
- Medio Agar -URA glucosa (medio de cultivo sintético carente de uracilo + glucosa)
- Medio Agar -URA rafinosa (medio de cultivo sintético carente de uracilo +

rafinosa)



Medio YPD (Yeast extract peptone dextrose)

Medio YEP rafinosa/galactosa (Medio rico para induccion de expresion de
oligopeptidos)

Medio Luria Bertani

Soluciones y reactivos

Alcohol al 70% y al 90%

Solucién tampdn 0.5X TE

Isopropanol

10x Acetato de Litio/TE

Solucién tampdn de ruptura

Solucion tampon de electroforesis TBE 0.5X

Reactivos de Biologia molecular
Agarosa

Azul de bromofenol

Bromuro de etidio

Buffer para ADN polimerasa termoestable
Cloruro de magnesio
Desoxirribonucle6tidos (ANTPs)
ADN de esperma de salmon
Marcador 100bp de ADN
Marcador 1kb de ADN

Taq ADN polimerasa

Enzimas de restriccion Sall, Hindlll1 y BamHI

Equipos

Agitador con bafio Maria
Balanza analitica
Congeladoras de -20°C y 80°C
Equipo bafio Maria
Incubadora

Refrigeradora

Agitador rotatorio

Mezclador de vortice

Sonicador
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- Termociclador

- Transiluminador
3.3 Meétodos

3.3.1 Generacion de fragmentos semialeatorios (SAdir) por PCR

El disefio del PCR se basé en dos ciclos: en el primero se colocé a las dos plantillas de
extension complementarias SAdir y EXTrv, en el segundo se afiadieron a los cebadores
EG22rv y EG24dir para una mayor amplificacion del fragmento completo (Figura 4). Se
utilizaron plantillas disefiadas anteriormente en el mismo laboratorio (Chavez, 2018) (Tabla

2, Figura 5).

En reaccion con un volumen final de 25ul se utilizo: 0.5ul de la plantilla SAdir (5mM), 0.5pl
de la plantilla complementaria EXTrv (5mM), 0.5ul de los cebadores EG22rv y EG24dir
(50mM), 0.25ul de la enzima Taq DNA polymerase, 2.5ul del 10X Taq Buffer, 0.625ul de
NNTPs (10mM) y 1.25ul de MgClI (50mM). Los parametros que se utilizaron fueron:

Ciclol (Sin incluir cebadores) Ciclo 2 (Cebadores afiadidos)
Desnaturalizacion: 95°C x 30 segundos Desnaturalizacion: 95°C x 30 segundos
Hibridacion: 69°C x30 segundos Hibridacion: 69°C x30 segundos
Extension: 72°C x20 segundos Extension: 72°C x20 segundos

Region que codifica a
oligopéptido semialeatorio
Region homologa a plasmido pEGH ‘

EG24dir

‘.’ Ciclo2

Figura 4: Representacion de la reaccién de PCR utilizada para la construccion de los fragmentos
semialeatorios. En el primer ciclo se utilizaron dos plantillas de extensién SAdir y EXTrv (en verde) para la
generacion del producto completo, en el segundo ciclo se produce una amplificacién utilizando los cebadores
EG24dir y EG22rv con secuencias derivadas de los extremos de este.
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Tabla 2: Secuencias de los oligonucleétidos usados como plantillas y cebadores en la obtencién de los fragmentos a ser clonados.

Nombre Secuencia NUmero de bases

Plantilla Semialeatoria TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGT GGT GGT CTA GAC TCC ATG GGT CGA CNN 150

SAdi Ng TAY (Ng TAY)s TGK TAY TAATCG AGC TCAAGC TTAATT CAT CGT GACTGACTG

Ir ACG ATC TGC CTC

Plantilla complementaria 56

., CA GAG GTT TTC ACC GTC ATC ACC GAA ACG CGC GAG GCA GAT CcGT CcAG TCA

de extension
GTC ACG
EXTrv

Cebador EG24dir TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GG 23
Cebador EG22rv CA GAG GTTTTC ACC GTC ATC AC 22

N representa a cualquier base: A, T, C, 0 G; Y representa a la base T o C para formar los codones TAT o TAC (codificantes para tirosina). K representa a la base G o T para
formar los codones TGG o TGT (codificantes para triptéfano y cisteina, respectivamente)

Region homologa a pEGH
EG24dir s T(G (AT (AC CAT CAC CAT CAC GG I

r 1
SAdir m T(G CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGT GGT GGT CTA GAC TCC ATG GGT CGA CNN N, TAY (Ng TAY); TGK TAY TAA TCG AGC TCA AGC TTA ATT CAT CGT GAC TGA (TG ACG ATC TGC CTC
‘ I ! GCA TG ACT GAC TGC TAG ACG GAG (GC GCA AAG CCA CTA CTG CCA CTT TTG GAG AC@EXTrv

Region homéloga a pEGH
Region codificante de CA CTA CTG CCA CTT TTG GAG AC4m EG22rv

oligopéptido semialeatorio

Figura 5: Descripcidn detallada de la correspondencia de bases en la construccion y amplificacion del fragmento SAdir. Las plantillas y cebadores estan indicados segun el
gréafico anterior.



3.3.2 Digestion del plasmido pEGH vy tratamiento con fosfatasa

Se tratd 5ug del pldsmido pEGH con la enzima de restriccion Sall (secuencia de
reconocimiento: g/tcgac) por 3 horas. Luego se inactivé a la enzima a 95°C y se purificé el
ADN digerido removiendo proteinas y sales del medio. Inmediatamente se trat6 con la
enzima fosfatasa antartica (New England Biolabs) para la desfosforilacion de los extremos

5’- del ADN plasmidico y evitar su posible recircularizacion.

3.3.3 Transformacion de Saccharomyces cerevisiae y clonaje in vivo

Se utilizd una suspensién de la cepa mutante Arad9, para realizar las siguientes
transformaciones: con el plasmido pEGH digerido por Sall (170ng) y el fragmento de SAdir
a clonar (30ng), con el plasmido pEGH digerido por Sall (control negativo), y con el
plasmido pEGH sin digerir (control positivo) (Figura 6). Se emple6 un protocolo de
transformacion que utiliza acetato de litio y choque térmico a 42°C. Se incubaron a los
transformantes por una hora en caldo YEP rafinosa, y fueron sembrados en medio selectivo
carente de uracilo (Guthrie & Fink, 1991; Sherman, 2002).

Fragmento SAdir
e

+

Recombinacion
Homéloga

Plasmido
pEGH

Plasmido
pEGH

Plasmido

pEGH

Co-transformacion
|

[ Secuencia codificante de peptido

Célula de levadura [JRegién homdloga a plismido
Figura 6: Representacién del mecanismo de clonaje in vivo realizado por Saccharomyces cerevisiae
3.3.4 Tamizado de transformantes

En el tamizado de transformantes para la seleccién de oligopéptidos con capacidad
fotoprotectora se probaron dos procedimientos en paralelo (Guthrie & Fink, 1991; Sherman,
2002).

3.3.4.1 Primer procedimiento

Inmediatamente luego de transformar a la levadura, se cambié el medio YEP rafinosa

(utilizado para resuspender e incubar a las células transformadas por una hora) con caldo -
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URA rafinosa/galactosa y se dejé incubando por 15 horas a 30°C. Luego se plaqued cada
transformacion en medio selectivo -URA glucosa. Al pasar 30 minutos se procedio a irradiar
cada placa con lampara UVB (302nm), proveniente de un transiluminador VWR de cuatro
tubos de 8 W. Las colonias que crecieron fueron consideradas candidatos que expresan
oligopéptidos que poseen una posible capacidad fotoprotectora. A continuacion, se transfirié
a estos candidatos en medio -URA rafinosa y se dejé crecer por 4 dias a 30°C. Se evalud la
fotoproteccion de estos al sembrarlos en areas de 4 cm? en placas -URA glucosa (control de
crecimiento), YPD en duplicado (Control de crecimiento) y YEP rafinosa/galactosa
(contiene el inductor galactosa). Luego de incubar a una placa YPD y a la placa de YEP
rafinosa/galactosa por 4 horas a 30°C (con el objetivo de inducir la expresién) se las irradio
por 12 segundos a 12cm de distancia. De esta manera se seleccionaron a los que presenten
un mayor crecimiento en la placa con el inductor YEP rafinosa/galactosa (Figura 7). Se
realizé un segundo tamizado siguiendo el mismo procedimiento anterior, pero sembrando a
los candidatos elegidos en areas de 8cm?. De esta manera, se redujo el nimero de candidatos

iniciales.

» Placa control » Placa control

Medio ~-URA glucosa

Medio -URA glucosa

» Placa control

. Placa control

a
B
=i
2
3
=
=

Medio YPD

Seleccion de candidatos que
presentan mayor crecimiento

Placa con colonias Medio -URA raf
transformantes

Medio YPD
Medio YPD

Incubacién a 30°C

por 4 horas

¥

IRRADIACION
i'\?\ CONUVB

Incubacion a 30°C
por 4 horas

¥

IRRADIACION
CONUVB

Medio
—YEP rafinosa/galactosa
Medio
—YEP rafinosa/galactosa

r

Figura 7: Representacién de parte de la metodologia utilizada en el primer procedimiento de tamizaje. Se
sembré en medio -URA rafinosa a cada candidato que haya crecido en la placa de transformacion irradiada.
Luego se realizaron dos pruebas de tamizado sembrando en areas de 4cm? y 8 cm? con cada candidato para
seleccionar a los que presenten un mayor crecimiento luego de irradiar a la placa con medio inductor (YEP
rafinosa/galactosa)

Posteriormente se extrajo el ADN total de cada candidato elegido para recuperar y purificar
el plasmido utilizando Escherichia coli. La presencia del fragmento clonado fue confirmada

por digestion con enzimas de restriccion. Al ser el nimero de plasmidos seleccionados a este
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nivel alto (46) se decidié mezclarlos en cantidades proporcionales. Esta mezcla de plasmidos
seleccionados fue utilizada para transformar a la cepa mutante Arad24, la cual también posee
sensibilidad a radiacién UV y una mayor estabilidad genética en comparacion a la cepa
mutante 4rad9, usada en la fase inicial. Los transformantes fueron plaqueados en medio -
URA rafinosa. Luego de tres dias de crecimiento las colonias formadas se replicaron a placas
conteniendo medio -URA glucosa y YEP rafinosa/galactosa (Figura 8). Estos ultimos fueron
irradiados después de incubarlos por 4 horas a 30°C. Las colonias que crecieron en el medio
con inductor fueron identificadas en las placas de -URA glucosa y seleccionadas. Se verificd
nuevamente la capacidad fotoprotectora de estas colonias sembrandolas en areas de 4cm? y
8 cm? (procedimiento explicado anteriormente). Como prueba final se dejé crecer a
saturacion a las candidatas y se plaquearon diluciones seriadas en medio -URA glucosa
(control), medio YPD en duplicado (control), y medio YEP rafinosa/galactosa (medio con
inductor). Luego de incubar a las placas YPD y YEP rafinosa/galactosa por 4 horas a 30°C,
fueron irradiadas. Se selecciond a los candidatos que presenten el fenotipo deseado (mayor
crecimiento en la placa con inductor irradiada) (Figura 9).

1

Replica de placa
- Placa control

Medio —URA glucosa

- ﬂ

Placa con colonias
transformantes
Medio —URA rafinosa Bloque de
impresion

Incubacién a 30°C IRRADIACION
L4 por 4 horas <\ conuve »

Medio
—YEP rafinosa/galactosa

Figura 8: Replica de placa realizada con las placas de -URA rafinosa que han sido sembradas con
transformantes. Se utilizaron a los medio -URA glucosa y YEP rafinosa/galactosa para la réplica, siendo
este Gltimo irradiado. Se escogieron a los candidatos que presentaron crecimiento luego de la irradiacion.

3.3.4.2 Segundo procedimiento

Cada transformacion de la cepa mutante Arad9, realizada con los fragmentos semialeatorios
y el plasmido pEGH digerido, se plaqued en medio -URA rafinosa y se incub6 por 3 dias a
30°. Las colonias formadas se replicaron a las placas con medio -URA glucosa y YEP
rafinosa/galactosa (Figura 8). Estos ultimos fueron irradiados después de ser incubadas por
4 horas a temperatura ambiente. Las colonias que crecieron después de ser irradiadas en el

medio con inductor fueron identificadas en las placas de -URA glucosa y seleccionadas.
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Figura 9: Representacion del procedimiento seguido para la realizacion de la prueba de verificacion con
diluciones seriadas de los candidatos seleccionados previamente. Se dejo crecer a saturacion a cada
candidato en medio -URA rafinosa y luego se realizaron diluciones seriadas que fueron plaqueadas en
medios control (-URA glucosa, YPD) y medios sujetos a tratamiento con radiacion UV (YEP rafinosa
galactosa y YPD). Se seleccionaron a los candidatos que presenten un mayor crecimiento luego de irradiar
a la placa con medio inductor (YEP rafinosa/galactosa)

Se evalud nuevamente la capacidad fotoprotectora de estas colonias al sembrarlas en areas
de 4cm?y 8cm? e irradiarlas, siguiendo el mismo procedimiento explicado anteriormente
(Figura 7). Se realizo el plagueo de diluciones seriadas de los candidatos seleccionados a
este punto para confirmar la capacidad fotoprotectora presente en cada candidato
seleccionado (Figura 9). Se extrajo el ADN total de las colonias finalmente seleccionadas
para recuperar y purificar el plasmido correspondiente, luego de lograr su amplificacion en
Escherichia coli. La presencia del fragmento clonado fue confirmada por digestion. Se
retransformo a la levadura con los plasmidos obtenidos y se realizé el plagueo de diluciones
seriadas nuevamente para comprobar la actividad fotoprotectora del oligopéptido codificado

en ellos (Figura 9).

3.3.5 Recuperacién del ADN total de los transformantes

Los transformantes seleccionados fueron sembrados en 3,5 ml de caldo de -URA glucosa y
se dejaron crecer por 2 dias a 30°C. Luego se centrifugd 3 ml de las suspensiones de células
eliminando el sobrenadante y resuspendiendo en el liquido remanente. Se agreg6 200 ul del
buffer de ruptura de levaduras (1.2% SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris pH 8.0, ImM EDTA),
ademas, se agregaron suficientes perlitas de vidrio (mitad del volumen) y 200 ul de una
mezcla de fenol/cloroformo. Se mezcld en vortex por aproximadamente 2 minutos y luego

se centrifugd a maxima velocidad. El sobrenadante acuoso fue retirado y transferido a un
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tubo nuevo. Se precipitdé a los &cidos nucleicos tratando al sobrenadante con acetato de
amonio 10M y alcohol etilico helado. El sedimento de ADN fue resuspendido en 50 pl de
solucion tampon TE (Guthrie & Fink, 1991).

3.3.6 Transformacién de E. coli por electroporacion y purificacion de plasmidos

amplificados.

Se transformd con cada ADN total recuperado de los candidatos seleccionados a la cepa
TOP10 de Escherichia coli (F-mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)-@80lacZAM 1 5-
AlacX74 recAl araD139-A(araleu) galU galK rps 7697 L (StrR) endAl nupG). Para la
preparacion de las células electrocompetentes se dejé crecer un indculo en 20 ml de caldo
LB a 37°C durante toda la noche. Luego se diluyd hasta alcanzar una densidad Optica a
600nm (DOgoonm) de 0.1 en 50 ml de caldo LB y se dejé crecer hasta una DOsoonm de 0.5. Se
centrifugo el volumen total a 4°C por 10 minutos y luego se realizaron dos lavados con 40

ml de agua destilada estéril helada. Se resuspendio en 1ml de agua destilada estéril.

Para la electroporacion se mezclaron 40 pl de la suspension celular competente con 1 pl de
la solucién de ADN total recuperado de cada transformante. Se lo sometié a un pulso
eléctrico de 1700V utilizando cubetas de electroporacién de 1mm. Se afiadié 1ml de caldo
LB y se transfirid la suspension a tubos de microcentrifuga para incubarlos a 37°C por una

hora. Finalmente se plaque6 en medio LB-ampicilina.

Para la purificacion de plasmidos se realizé un cultivo de 3ml de caldo LB-ampicilina y se
dejo incubando por una noche. Se colectaron las células por centrifugacion y luego se
elimino el sobrenadante. A cada tubo se le afiadié 100 pl de la solucién tampdn fria GTE.
Se agitd en vortex y se afiadié 200 pl de SDS/NaOH. Luego, se mezcld por inversion, se
afiadi6 100 pl de una mezcla de 3M acetato de potasio con fenol (7:3) y se mezcld
vigorosamente por 30 segundos. Se centrifugd y recupero6 el sobrenadante con el cual se
realizé la precipitacion de &cidos nucleicos utilizando isopropanol. Se realizaron lavados con
etanol al 90% vy luego se disolvi6 al sedimento con 50 ul de la solucién tamp6n TE con
RNasa 20 pg/ml. Se dejo incubar por 30 minutos a 37°C y se guardaron a los plasmidos

purificados a -20°C.

3.3.7 Verificacion de presencia de fragmento mediante digestion

Cada plasmido fue digerido con las enzimas BamHI y Hindll1l. Para ello se mezcl6 10 pl del
plasmido purificado o 5 pl del plasmido pEGH control, 0.5 ul de cada enzima de restriccion,

2 pl de la solucion tampon 10X, 0.25 ul de albumina de suero bovino 10mg/ml y agua
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destilada estéril para un volumen final de 20 pl. Se dejo incubando por 2 horas a 37°C. Para

revelar la presencia del fragmento se realizé electroforesis en gel de agarosa 2%.

3.3.8 Secuenciacion de nucledtidos de los plasmidos seleccionados.

Para el secuenciamiento de los plasmidos seleccionados se los purificé utilizando el kit
Zyppy Plasmid Miniprep de ZYMO RESEARCH. Los analisis de secuenciacion fueron

realizados por la compafiia Macrogen Inc., Seul-Korea del Sur (www.macrogen.com).

3.3.9 Analisis de expresidn génica de los oligopéptidos sintetizados

Se utilizaron cultivos de la cepa Arad24 transformada con los plasmidos seleccionados de la
biblioteca para evaluar el nivel de expresion génica producida luego de 4 horas de induccion.
Para ello se partio de un cultivo a saturacion en caldo -URA glucosa el cual fue utilizado
para inocular 15ml de caldo -URA rafinosa a una DOsoonm de 0.05. Se dejé incubando en
agitacion a 30°C hasta llegar a una DOsoonm de 1 (aproximadamente 16 horas). Luego se
centrifugo todo el cultivo para resuspender el sedimento celular en 15ml de caldo -URA
rafinosa/galactosa (medio inductor de expresion geénica). Se tomaron alicuotas en los
siguientes tiempos: 0 y 4 horas de induccién. Inmediatamente luego de la toma de alicuotas
se las centrifugd y el sedimento fue congelado a -80°C (Figura 10). Al momento de hacer la
lisis celular se resuspendié el pellet con PBS glicerol 10% y se le sometié a agitacion
utilizando perlas de vidrio en un mezclador de vortice. Los extractos proteicos fueron
obtenidos después de una centrifugacidn. Se procedié a la cuantificacion de la concentracion
de proteinas totales utilizando el ensayo BCA de Pierce ™. Luego se cargd una cantidad
igual (50 a 200ug) de proteinas en un gel de 12% de poliacrilamida para realizar la
electroforesis. Para la tincion de membrana de nitrocelulosa se utilizo el kit Pierce™
Reversible Protein Stain. Posteriormente se realizé el immunoblotting usando un anticuerpo
monoclonal anti-GST (Novagen) a una dilucion de 1:5000 y un anticuerpo secundario
conjugado a peroxidasa a una dilucion de 1:1000. Para la deteccion, se us6 un kit de

Quimioluminiscencia (Pierce) y autoradiografia.
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Cultivo saturado de candidatos
y control pEGH Cultivo hasta DO =1 Induccién por 4 horas a 30°C
Medio —URA glucosa Medio —~URA rafinosa Medio —URA rafinosa/galactosa

Tiempo Oh

Lisis celular y obtencién
de extractos proteicos

Tiempo 4h

Figura 10: Protocolo de induccion de expresion y recuperacion de proteinas
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Obtencion de fragmentos semialeatorios mediante PCR

Utilizando parametros de PCR previamente optimizados en el laboratorio, se amplifico a la
plantilla semialeatoria que luego fue utilizada para la construccion de la biblioteca de
plasmidos en Saccharomyces cerevisiae. Como control se amplificé a la plantilla WY dir,
cuyo producto dio referencia al tamafio esperado para el resto de los fragmentos. Finalmente,
se procedié a juntar cada reaccion generando una mezcla Unica y diversa de fragmentos
semialeatorios (Figura 11).

Productos de PCR SemiAleatorios

4 (3 7 10 Marcador
1517 pb

500 pb

182 pb <— 200 pb

Gel Agarosa 1.2%

Figura 11: Andlisis electroforético en gel de agarosa (1.2%) de la amplificacion de las plantillas WYdir y
SAdir. Para ambas reacciones se utilizé a la misma plantilla complementaria EXTrv y a los cebadores EG24dir
y EG22dir. Se cargaron alicuotas de 4pl.

4.2  Digestion de plasmido pEGH y tratamiento con fosfatasa antartica.

Previo a la co-transformacion de pEGH con los fragmentos semialeatorios, se digirié a este
plasmido utilizando a la enzima de restriccion Sall y se procedio a tratarlo con la enzima
fosfatasa antartica, generando finalmente a un vector linealizado cuyos extremos 5’ se
encuentran desfosforilados (Figura 12). La importancia de este proceso radica en que la
presencia del plasmido lineal estimula a la maquinaria de recombinacién en la levadura e
incrementa significativamente la eficiencia de clonaje in vivo (Orr-Weaver, Szostak, &

Rothstein, 1981). Al utilizar un vector digerido que contiene un marcador de seleccion como



URA3y sembrar en un medio carente de uracilo, solo se permitira que las células de levadura
recombinantes crezcan. Estos transformantes habrén llegado a recircularizar el plasmido
(URA™) v, en el proceso, habran integrado a la secuencia de ADN de interés al vector
(Oldenburg, Vo, Michaelis, & Paddon, 1997).

pEGH pEGH Marcador pEGH
Control digerido/fosfatasa digerido/fosfatasa

10 kb

Gel Agarosa 0.8%

Figura 12: Andlisis electroforético en gel de agarosa 0.8% del plasmido pEGH digerido
con la enzima Sall y tratado con la enzima fosfatasa antartica. El tamafio esperado del
vector linealizado es de 9309pb. Como control se utiliz6 al plasmido pEGH sin digerir.

4.3  Primer procedimiento de tamizado de transformantes.

4.3.1 Clonaje in vivo y seleccidn de candidatos iniciales

Se utilizo la cepa mutante de Arad9 de Saccharomyces cerevisiae. El producto del gen RAD9
es esencial para el arresto inducido por dafio al ADN durante la division celular. Al ser
irradiadas con luz ultravioleta, células de levadura con esta mutacién continuaran
dividiéndose sin corregir lesiones letales a su ADN, por lo que terminan muriendo (Weinert
& Hartwell, 1988). Aprovechando esta sensibilidad a luz UV, utilizamos esta cepa para
clonacion in vivo y tamizaje. Se obtuvo una eficiencia de clonacion de 9.5x103 colonias por
pg de ADN total (a una proporcion molar de aproximadamente 1:9 de vector: fragmento),
calculada como [(#transformantes pEGH digerido/fosfatasa/semialeatorio - #transformantes
pPEGH digerido/fosfatasa)x5] (Figura 13 y 14). Se debe tomar en cuenta que, durante este
proceso se incubd, durante aproximadamente 16 horas, a las células transformantes en caldo
-URA rafinosa/galactosa para inducir la expresion. Por ello, es posible que los

transformantes hayan, por lo menos, duplicado su nimero antes de ser plaqueados.
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N PEGH digerido/fosfatasa
PEGH digerido/fosfatasa Tratamiento con UVB (Distancia= 12cm, Tiempo = 10”")

Figura 13: Transformantes de levadura obtenidos al utilizar solo el plasmido linealizado y tratado por
fosfatasa antartica. Izquierda: Placa control de transformantes que hayan recircularizado el plasmido.
Derecha: Placa control de transformantes que hayan recircularizado el plasmido y sobrevivido a un
tratamiento con UVB por 10 segundos a 12 centimetros.

. . . PEGH digerido/fosfatasa + semiaAleario
PEGH digerido/fosfatasa + semiAleatorio Tratamiento con UVB (Distancia = 12cm, Tiempo = 10”")

«

."' l'lmo de colonias=194 P

Numero de colonias=58

s

Figura 14: Transformantes de levadura obtenidos por clonaje in vivo del fragmento semialeatorio.
Izquierda: Placa control de transformantes semialeatorios. Derecha: Placa control de transformantes
semialeatorios que sobrevivieron a un tratamiento con UVB por 10 segundos a 12 centimetros.

Se observé que, cuando los transformantes obtenidos por clonaje in vivo fueron irradiados
con UVB (12 centimetros de distancia por 10 segundos), sobrevivieron solo el 2.5% de ellos.
Estas colonias fueron consideradas como posibles candidatos los cuales poseen una actividad
fotoprotectora inherente al oligopéptido semialeatorio que disponen y se las repicd en medio
-URA rafinosa. EI nimero de colonias obtenido al aumentar la dosis de irradiacién en 5y
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10 segundos se redujo significativamente, presentando un porcentaje de sobrevivencia de
aproximadamente 0.1%. Por ello, en las repeticiones realizadas de este primer paso se

continud trabajando con los parametros descritos anteriormente.

4.3.2 Pruebas de tamizado secuenciales por sembrado

A continuacion, se procedio a realizar las pruebas de tamizaje en areas de 4cm? y 8cm?, lo
que permitié seleccionar secuencialmente a los mejores candidatos, reduciendo en gran
cantidad a los escogidos inicialmente (Figura 15). Los tiempos de exposicion a UVB
utilizados (12 y 11 segundos, respectivamente), evidenciaron diferencias en crecimiento al
irradiar a los candidatos que se sembraron e incubaron por 4 horas en placas con medio YEP
rafinosa/galactosa. Estas variaciones no fueron claramente observadas al irradiar a los

candidatos que se sembraron e incubaron por 4 horas en placas con medio YPD.

Como resultado de las pruebas anteriores se identificaron a 46 candidatos. Al estar
trabajando con células que fueron inicialmente irradiadas (en el primer paso de este
procedimiento de tamizaje), se decidié recuperar a la totalidad de estos plasmidos para
verificar el fenotipo que posiblemente confieren en células integras. La razon detras de esto
radica en que la radiacion UVB a la que fueron expuestas estas células puede haber generado
mutaciones que inestabilicen el genoma de este candidato, lo que con el pasar del tiempo
puede llegar a invalidar o exagerar el fenotipo esperado. Estudios previos han concluido que
al disminuir el porcentaje de sobrevivencia de 90% a 77% en células de levadura, mediante
el aumento en la dosis de UV aplicada, se incrementa la frecuencia de mutagénesis del 25%
al 61% respectivamente. Por ello, si bien no se posee el dato exacto de la cantidad (en
Joules/m?) de radiacion UVB impuesta en este ensayo, se puede inferir que la mutagénesis
generada entre los sobrevivientes es alta tomando en cuenta el porcentaje de sobrevivencia
obtenido (James & Kilbey, 1977).

Luego de purificar y digerir a cada candidato seleccionado utilizando a las enzimas de
restriccion BamHI y Hindlll, se descartdé a 4 de ellos que no presentaban el fragmento
esperado (Figura 16). Debido al gran nimero de candidatos a analizar (Figura 17), se optd
por mezclarlos y tamizarlos en conjunto. Para distinguir las diferencias entre las
concentraciones que poseen, se diluyd 10 veces a cada plasmido. Es asi como se calculo el
volumen a utilizar para la generacion de la solucion conteniendo concentraciones similares

de todos los plasmidos (MIX).
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Figura 15: Representacion de resultados de tamizados secuenciales realizados para la verificacion de actividad fotoprotectora conferida por los plasmidos presentes en los
candidatos seleccionados. Arriba: Pruebas de tamizados en dimensiones de 4cm?. Abajo: Pruebas de tamizados en dimensiones de 8cm?.



SAl1 'SAS SA37 SA6 SA38 SA7 SA8 220 pEGH L SA39 SA9 SAI0 SAll SAI2 SAl4 SAIS SA17 SAI8 SAI9

1517 pb
500 pb
200 pb
182 pb
SA23 SA24 SA27 SA28 SA30 SA31 pEGH L SA32 SA33 SA34 SA35 SA36 SA40 SA4l SA42 SA43 SAM
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Gel Agarosa 2%

Figura 16: Analisis electroforético en gel de agarosa 2% de plasmidos purificados de los 42 candidatos
seleccionados en el primer procedimiento de tamizaje y digeridos con las enzimas BamHI y Hindlll. El tamafio
esperado de los candidatos positivos fue de 182pb. Se utilizé como control negativo a la digestion del plasmido
vacio pEGH cuyo producto esperado fue de 108pb.

SAS SA6 SA7 SA8 SA9 PEGH SAll SAl12 SAl13 SAl4 SAIl5 SAl6 SAl17 SAI8
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Figura 17: Anélisis electroforético en gel de agarosa 0.8% de plasmidos purificados de los 42 candidatos
seleccionados en el primer procedimiento de tamizaje. Se carg6 1l de cada plasmido diluido 10 veces.



4.3.3 Transformacion en cepa Arad24 y repeticion de tamizados

Se utilizo a la cepa sensible a UV Arad24 de Saccharomyces cerevisiae para la
transformacion del MIX de candidatos en la continuacion del tamizado. La proteina Rad24
funciona como un sensor inicial al dafio producido por este agente exdgeno. Su activacion
conlleva al arresto del ciclo celular e induce la expresidn de genes envueltos en la reparacion
del dafio genémico (Friedberg et al., 2006). A diferencia de la proteina Rad9, ha sido
demostrado que Rad24 estd también involucrada en el procesamiento de las regiones
terminales en las rupturas de doble hebra y en la eleccion de la plantilla utilizada para la
recombinacion. En mutantes Arad24 la cinética de la reparacion de lesiones de doble hebra
es muy prolongada, lo que trae como consecuencia a la muerte celular (Aylon & Kupiec,
2003). Al utilizar a la cepa Arad24 durante las pruebas de clonaje in vivo en el laboratorio
se obtuvo un muy reducido nimero de transformantes, comportamiento explicado por la
deficiencia recombinatoria de estos mutantes. Es por ello por lo que la cepa mutante Arad24
fue usada para la verificacion de actividad fotoprotectora en candidatos previamente
seleccionados y no se utilizd a en la generacién de la biblioteca plasmidica. Se obtuvo una
eficiencia de transformacion de 1.6x10° colonias por pg de ADN usando a la cepa mutante
Arad24 (Figura 18).

Medio —URA rafinosa

MIX SemiAleatorio |

-
REPLICA DE PLACA

X

Medio —URA glucosa Medio YEP rafinosa/galactosa
Tratamiento con UVB (Distancia = 12c¢m., Tiempo = 25)
Figura 18: Transformacion en cepa Arad24 y replica de placa realizado con
transformantes del MIX de candidatos en medios -URA glucosa y YEP
rafinosa/galactosa.
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Se busco trabajar con células que no hayan sido expuestas a radiacion UV al ser
transformadas. Por lo tanto, se plaqued directamente a la transformacion del MIX en medio
-URA rafinosa y se dejo incubando a las células hasta formar colonias pequefias. Para
obtener un nimero de aproximadamente 500 colonias por placa se procur6 sembrar un
volumen adecuado de cada transformacién que otorgue esa cantidad. A continuacion, se
realizd la replica de cada una de estas placas en medio -URA glucosa y medio
Y EPrafinosa/galactosa, siendo el Ultimo irradiado a 12 centimetros de distancia utilizando
los siguientes tiempos: 15, 20 y 25 segundos (Figura 18). Este Ultimo tiempo de exposicién
fue determinado como el mas adecuado para las siguientes repeticiones, puesto que los otros
dos aun permitian la sobrevivencia de un gran nimero de colonias. EI nimero de colonias
(500 aproximadamente) en la placa inicial fue adecuado para ubicar facilmente en esta a los
sobrevivientes de la placa replica irradiada. Los posteriores analisis en areas de 4cm? y 8cm?

permitio ir seleccionando entre los candidatos iniciales (Figura 15).

4.3.4 Tamizados finales por diluciones seriadas

La prueba en diluciones seriadas permitio realizar un claro y confiable analisis comparativo
de la actividad fotoprotectora a radiacion UV entre el gran nimero de candidatos aun
presentes. Este ensayo fue utilizado para verificar el fenotipo deseado puesto que disminuye
la incidencia de errores, los cuales pueden presentarse al momento de sembrado en las
pruebas de tamizaje realizadas previamente. Es asi como fueron seleccionados 14 de 31
candidatos (Figura 19). Luego de purificar los plasmidos, se opté por realizar una prueba
final de resistencia a radiacion UV, usandolos para retransformar Arad24 y analizando los
transformantes nuevamente por diluciones seriadas (Figura 20). Al observar el crecimiento
diferencial entre candidatos retransformados en la placa YEP rafinosa/galactosa irradiada,
se concluyo que los candidatos M2c21 y M3g19 presentan un fenotipo de fotoproteccion
claro y reproducible entre los diferentes transformantes ensayados. Ademas, se identificd
que el candidato M3g17 también posee una fotoproteccion marcada. No obstante, al analizar
un transformante de este se observd que no presentaba mayor resistencia ante radiacion UV.
Diferentes escenarios pueden explicar esta variacion entre clones de una misma
transformacion. En primer lugar, se debe tomar en cuenta que el plasmido pEGH posee un
origen de replicacion 2-um, proveniente del vector episomal multicopia endégeno de la
levadura. La presencia de este origen 2-um resulta en un nimero de aproximadamente 10-
40 copias de plasmido por célula, llegando a un valor de 60 copias/célula en cepas haploides,

como la utilizada en este estudio. Por lo tanto, existe una considerable variacion entre el

28



namero de copias del mismo plasmido entre cada célula, lo que ha sido evidenciado en
diferentes investigaciones (Futchert & Cox, 1984; Guthrie & Fink, 1991). Esta inestabilidad
puede llegar a tener severas consecuencias segregacionales (Hohnholz, Pohlmann, &
Achstetter, 2017). Una desigual reparticion de plasmidos durante la division celular puede
reducir significativamente el nimero de vectores presentes en cada célula hija y, por lo tanto,
seria mas propensa la pérdida de estos al incubarlas en medio no selectivo (YEP
rafinosa/galactosa). Consecuentemente, esto anularia el efecto protector que poseian. Por
otro lado, puede también haber aumentado el nimero de plasmidos durante la segregacion.
En la levadura existe un estricto sistema de control que garantiza la existencia de un namero
de plasmidos que sea suficiente para ser transmitido a las siguientes generaciones, pero que
no muy elevado, evitando que comprometa el crecimiento celular (no se permite que el
namero de copias se incremente indefinidamente). Es por esto que, de ser el caso que exista
un numero elevado de copias en el clon de M3g17 (que no presenta resistencia a UV), esta

podria ser la razon de su reducido crecimiento.

Medio YPD Medio ~URA glucosa

pEGH
M3gl?
pEGH
M2d5

M3gl8

Ms3gl9

T .
Controles de crecimiento

Medio YPD Medio YEP rafinosa/galactosa

T
Tratamiento con UVB (Distancia = 12cm., Tiempo = 11°")

Figura 19: Prueba de diluciones seriadas para la verificacion de resistencia a radiacion
UV de candidatos. Se seleccionaron a los que presentaron mayor crecimiento en medio
YEP rafinosa/galactosa en comparacion a los controles con plasmido vaci6 luego de ser
irradiada.
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Figura 20: Prueba final en cepa Arad24 de diluciones seriadas para la verificacion final de resistencia a radiacion UV de candidatos. Se seleccionaron a los 4 candidatos (M2c¢21,
M3g19, M3g17 y C2c5) por presentar un mayor crecimiento en la placa YEP rafinosa/galactosa luego de que esta sea irradiada.



4.4  Segundo procedimiento de tamizado de transformantes.

Con la finalidad de evitar el anélisis basado en células previamente irradiadas, se decidid
utilizar al procedimiento de réplica de placa con los transformantes obtenidos por clonaje in
vivo en Arad9. El crecimiento de las colonias en medio -URA rafinosa fue muy homogéneo,
lo que permitié sembrar de manera mas uniforme a cada colonia el proceso de réplica (Figura
21). El tiempo de irradiacién en las placas replicadas e incubadas por cuatro horas en medio

YEP rafinosa/galactosa fue de 25 segundos a 12 centimetros de distancia.

Medio —URA rafinosa

h '\'{v o epee— /:’.
Medio —URA glucosa Medio YEP rafinosa/galactosa
Tratamiento con UVB (Distancia = 12cm., Tiempo = 25")

Figura 21: Replica de placa realizado con transformantes con la biblioteca plasmidica en la cepa Arad9 para
el segundo procedimiento de tamizaje.

Con los posteriores tamizados sucesivos se consiguié reducir el niamero de posibles
candidatos con fotoproteccion a 52. La prueba de diluciones seriadas realizada dio como

resultado la seleccién de 8 (Figura 22), cuyos plasmidos fueron purificados para realizar una
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segunda verificacion en la cepa mutante Arad24 (Figura 20). Finalmente, el candidato C2c5

fue el Unico seleccionado como resistente a radiacion UV.

Medio YPD Medio —URA glucosa

pEGH 17
C2¢5
C2¢8
C2¢21
C2c24
C2d4
C2ds
C2d9

o

7
@
[ ]
e
4]
[ ]
®
\ @
O

@

I ..
Controles de crecimiento

Medio YPD Medio YEP rafinosa/galactosa

|
Tratamiento con UVB (Distancia = 12c¢m., Tiempo = 11"")

Figura 22: Prueba de diluciones seriadas para la verificacion de resistencia a radiacion UV de candidatos en
el segundo procedimiento de tamizaje. Se seleccionaron a los que presentaron mayor crecimiento en medio
YEP rafinosa/galactosa en comparacion a los controles con plasmido vacio luego de ser irradiada.

4.5  Analisis de expresion génica de los oligopéptidos sintetizados

Se buscd optimizar el tratamiento de induccion para que sean requeridos pequefios
volumenes de medio sintético. Para llegar al DOsoonm Optimo de partida de 1, primero se
realizé un cultivo a saturacion en medio -URA glucosa, el cual fue diluido hasta una DOgoonm
de 0.05 en medio -URA rafinosa. El tiempo de generacion en cepas haploides de laboratorio
es menor en medio rico (YPD) en comparacion al medio sintético. Por ello, se determind
que es necesario incubar en agitacion a 30°C por 16 horas a estas diluciones para llegar a la
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DOsoonm deseada. Reducir el tiempo requeriria partir de una dilucion mayor, pero se
determind que era ventajoso emplear este tiempo y dejar a los cultivos durante una noche.
Ademas, es importante tomar en cuenta que la expresion por parte del promotor GAL1/10

del plasmido pEGH se ve reprimida cuando el medio contiene glucosa.

En las pruebas de optimizacién para el analisis de expresion plasmidica a través de Western
Blot se evalu6 a 7 plasmidos diferentes entre los cuales se incluyo a dos de los 4 candidatos
finales c2c5, M2c21, M3gl17 y M3g19. Ademas, se tom6 como control a un transformante
con el plasmido pEGH vacio. Se evalué el comportamiento de cada pldsmido usando dos
transformantes diferentes del mismo. En el control pEGH vy los transformantes M2c21,
M3el2, C3g22 y M3ell se registrod una banda muy intensa ubicada en la posicion de tamafio
de la proteina GST de 26kDa. Los transformantes C2b20 y C3g37 presentaron un nivel de
expresion considerablemente reducido en ambos clones, ya que la banda del producto GST
fusionado fue muy tenue en comparacion al resto. Por otro lado, se observo una gran
diferencia entre la expresion de los clones del plasmido M3g19. Uno de estos no presento

banda mientras que con el otro se obtuvo una banda intensa (Figura 23 y 24).

El nivel de expresion de un gen esta influenciado por el numero de copias y la estabilidad
del vector utilizado (Guthrie & Fink, 1991). Esta puede ser la razon por la cual se observan
diferencias en el nivel de expresion entre los distintos transformantes. Un nimero de copias
alto (pero aun adecuado para garantizar la integridad celular), tiene el potencial de
incrementar en un gran porcentaje a la expresion regulada por promotores de induccion como
GAL1/10. En cambio, el poseer un nimero de copias reducido puede ser la razén por la cual
no se generd un nivel de proteina suficiente para ser captado por la prueba. Situaciones
similares se han presentado en otras investigaciones en donde se obtuvo una distribucién de
niveles de expresién muy amplia utilizando un plasmido con origen de replicacion 2um y
promotor GAL. Este ruido en expresion se explico como producto de la variabilidad en
namero de copia por células de una misma poblacion utilizando este tipo de vectores
episomales (Pothoulakis & Ellis, 2018).
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Figura 23: Resultados del Western Blot para el analisis de expresion de cada candidato. Izquierda: Proteinas totales tefiidas en membrana de nitrocelulosa.
Derecha: Resultados del inmunoblot con el anticuerpo Anti-GST tag (Exposicion 3 minutos, Revelado 2 minutos, Fijacion 2 minutos)
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Figura 24: Resultados del Western Blot utilizando a los diferentes transformantes de cada candidato. Izquierda: Proteinas totales tefiidas en membrana de
nitrocelulosa. Derecha: Resultados del inmunoblot con el anticuerpo Anti-GST tag (Exposicion 3 minutos, Revelado 2 minutos, Fijacion 2 minutos)



4.6  Analisis de secuenciamiento de nucledétidos de los plasmidos seleccionados

El resultado del secuenciamiento de los plasmidos seleccionados M3gl17, M2c21 y C2c5
demostroé la presencia del amino&cido Tirosina (YY) en las posiciones esperadas (Figura 25).
Cabe resaltar que la razén por la cual este aminoécido fue incorporado dentro de la secuencia
del oligopéptido es su capacidad de absorber en la region ultravioleta. Esta caracteristica se
debe a la excitaciébn generada en su anillo aromatico, producto de transiciones n—
»n* (Antosiewicz & Shugar, 2016). La absorcion en el rango de 230 a 300nm que poseen las
proteinas es mayormente debido a que en su secuencia incluyen a los aminoécidos
aromaticos triptéfano (W), tirosina () y fenilalanina, o a enlaces disulfuro generados por
cisteinas. Es por ello que se puede calcular el coeficiente de absorcion € de una proteina solo
tomando en cuenta el nimero de W,Y y enlaces disulfuro que posee y reemplazando estos
valores en una férmula (Schmid, 2001). A partir de esta informacion se infiere que un
oligopéptido cuya secuencia incluya Unicamente a estos aminoacidos poseeria la maxima
capacidad de absorcion en comparacién a otros de secuencia variada. Sin embargo,
experimentalmente esto no fue cierto puesto que ensayos previos realizados en el laboratorio
demostraron que expresar a un oligopéptido conformado solo por W y Y no provee

fotoproteccion alguna a celulas de levadura transformantes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 STOP
cct tta tct tac ttc tgg ttg tat tat gag taa tac cag taa ttt tat tgt tac taa
M3g17» P L S 'Y F W L Y Y E - Y Q - F Y C Y -
ctt gtg gta tat ttt acg cac tat cag taa ata tat aac gtt cct tat tgg tat taa
M2c21®
L v V. Y F T H Y Q - 1 Y N v P Y W Y -
C2c5 D cat ttg cca tac ata agt gca tat ggt ttc gtg tac gaa gta gca tat tgt tat taa
¢ H L P Y 1 S A Y G F v Y E vV A Y C Y -

Secuencia de

plantilla SA dir’ cnn nnn nnn tay nnn nnn nnn tay nnon non nnn tay nnn nnn nnn tay tgk tay taa

Figura 25: Comparacidn entre de los 18 aminoécidos codificados por los plasmidos seleccionados.

Este estudio ha demostrado que también es importante la presencia de otros aminoacidos no
aromaticos para que un oligopéptido otorgue resistencia a radiacion UV. En teoria se espera
que proteinas monoméricas o péptidos que no incluyan en su secuencia aminoacidos
aromaticos, puentes disulfuro o grupos prostéticos activos, permanezcan Opticamente
silenciosas a longitudes de onda mayores a 250nm. No obstante, investigadores han
descubierto que péptidos con estas caracteristicas, y cuya composicién incluye aminoécidos

con carga, presentan una considerable absorcion en rangos mayores a 250nm. Los grupos
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amino(NH3+)/carboxilato(COO-) en las cadenas laterales de lisina y acido glutamico de
estos péptidos, actlan como aceptores y donadores de electrones en una transferencia
(Prasad et al., 2017).

Entre las secuencias de los oligopéptidos seleccionados se identifica la presencia de algunos
aminoéacidos con carga, cuya interacciébn con aminoacidos de tirosina u otros puede
otorgarles esta propiedad fotoprotectora. Si bien dos de los seleccionados poseen codones
STOP que interrumpen su secuencia, puede que la expresidn de solo esa porcion del péptido

sea suficiente.

Resaltando algunas caracteristicas de cada candidato observamos que justo los dos mas
cortos (M3gl7 y M2c21) presentan al aminoécido fenilalanina en la misma ubicacion.
M3gl7 tiene dos tirosinas sucesivas, un triptofano y al aminoacido con carga positiva
arginina. M2c21 tiene una histidina, de carga positiva, al lado de tirosina. Por ultimo, el
candidato C2c5, cuya secuencia si esta completa, tiene un acido glutdmico (carga negativa)

al lado de una tirosina, una fenilalanina, una histidina (carga positiva) y una cisteina.
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V. CONCLUSIONES

Se completaron dos tamizados genéticos que permitieron la seleccion de cuatro
plasmidos con secuencias que codifican para oligopéptidos con probable actividad
fotoprotectora.

El andlisis de secuenciamiento de los plasmidos seleccionados permitié deducir las

secuencias correspondientes de aminoacidos

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos permitio identificar la presencia de
residuos de tirosina en las posiciones esperadas, y residuos de aminoacidos con carga

como histidina (+), arginina (+) y acido glutamico (-)

El analisis por Western blot permitio verificar la sintesis de las proteinas recombinantes.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos adicionales con los candidatos seleccionados para comprobar la
potencial actividad fotoprotectora que brindan, en los cuales se utilice plasmidos de
expresion que permitan la secrecion de estos oligopéptidos recombinantes al medio

extracelular o su anclaje en la superficie celular.

Purificar a los oligopéptidos y realizar ensayos espectrofotométricos para comprobar sus

respectivos espectros de absorcion.
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