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Resumen

El estudio del envejecimiento o la senescencia se ha restringido principalmente a
organismos multicelulares en los que son facilmente distinguibles sus efectos sobre los
individuos. En procariontes, la fision binaria que da origen a dos células hijas
aparentemente iguales llevo a que por mucho tiempo se considerase a estos organismos
como seres inmortales. Sin embargo, se han observado similitudes inherentes al
envejecimiento en la tasa de crecimiento y reproduccion de las bacterias, pero aun se
carece de estudios sobre los mecanismos moleculares que dan lugar a este fendmeno. Una
de las principales teorias sobre el envejecimiento es que se debe a la acumulacién
diferencial de agregados de proteinas, siendo la oxidacidon una de las causas de su

agregacion.

Con la finalidad de hacer una primera aproximacion a estos mecanismos
moleculares del envejecimiento en procariontes, en este trabajo se utilizé a la bacteria
Caulobacter crescentus, una alfa-proteobacteria Gram-negativa de vida libre en aguas
frescas y que, tiene como principal caracteristica una divisidon celular asimétrica, con una
célula madre y una hija que difieren una de la otra en tamafo, morfologia y funcién. Esto
facilita estudios sobre procesos moleculares que regulan el ciclo celular, asi como el control

espacio-temporal de la replicacion cromosomal y otros mecanismos celulares.

En este trabajo se estandarizaron técnicas que permiten el estudio de poblaciones
celulares sincronizadas (con la misma edad generacional), y la localizacién in situ de las
proteinas oxidadas en la célula de C. crescentus con ayuda de técnicas de inmunodeteccion
y microscopia de fluorescencia. Con los analisis tipo Western-blot y microscopia se
determind, ademas, que la concentracion de proteinas oxidadas en células progenitoras e
hijas es distinta, siendo mayor en la célula progenitora, indicando un posible marcador de
senescencia, ya que los resultados sugieren una posible segregacion diferencial del

material proteico dafiado.



Introduccién
El envejecimiento

El envejecimiento es sin duda uno de los aspectos de la biologia humana mas evidentes,
pero sin embargo el menos entendido. Cada uno de nosotros tenemos una percepcién del
envejecimiento, observando lo que les sucede a otros y luego experimentando sus efectos
nosotros mismos. Casi todo aspecto del fenotipo de un organismo conlleva modificaciones
por el envejecimiento y esta complejidad ha llevado, a lo largo de los afios, a una amplia
gama de nuevas ideas sobre causas celulares y moleculares especificas sobre el

envejecimiento (Kirkwood, 2005).

El envejecimiento, en general puede definirse y entenderse en un contexto dindmico de una
adecuacion disminuida hacia el ambiente, recapitulada en un decremento de la tasa
reproductiva y un eventual incremento exponencial en la mortalidad, al transcurrir el tiempo.
De igual manera, esta caracterizado por un deterioro progresivo de las funciones
fisioldégicas durante la vida adulta del individuo, lo que conlleva a una vulnerabilidad mayor
a los cambios en el ambiente y a una disminucion en la capacidad del organismo para

sobrevivir a distintos tipos de estrés (Hinkal, Gatza, Parikh, & Donehower, 2009).

Mientras que el envejecimiento es un fendmeno deterministico que puede ser visto como la
rendicion del sistema vivo al equilibrio metabdlico con su ambiente, es un proceso llevado
de la mano por riesgos o peligros estocasticos extrinsecos (clima, contaminacion,
infecciones, etc.) e intrinsecos (especies reactivas del oxigeno [ROS], errores de

transcripcién, traduccién y replicacion, proteinas mal plegadas, metabolitos téxicos, etc.).

El proceso de envejecimiento permanece incluso al minimizar la contribucion de agentes
externos como, por ejemplo, en condiciones controladas de laboratorio. Esto implica
también que puede existir una acumulacién de los dafios ocasionados dentro del
organismo, y que, al fallar un proceso, este puede influir y afectar a otros procesos

relacionados con el primero (Lindner & Demarez, 2009).

A nivel celular, la acumulacion no lineal de los distintos dafios resulta en el envejecimiento
del organismo. En este proceso iniciado estocasticamente, la no linealidad puede explicar
la larga variabilidad en los fenotipos de envejecimiento y la duracion de la vida,

independientemente de las diferencias ambientales y clonales (Lindner & Demarez, 2009).



Resulta que el ambiente interno (intracelular, tejido, érgano, cuerpo) modula la probabilidad
y el alcance del peligro y del daino. En particular, esto pone las bases para la evolucion de
sistemas moleculares para mantener las amenazas y los dafios controlados hasta que al
menos la reproduccion del organismo sea asegurada, como por ejemplo, la existencia de
las enzimas superdxido dismutasas que minimizan la presencia de moléculas que pueden
dafiar al DNA, o bien, los mecanismos de reparacién del DNA dados por las distintas DNA-
polimerasas. Sin embargo, la inversion en minimizar los dafios es a cuenta del crecimiento

y la reproduccién (Lindner & Demarez, 2009).

Desde una perspectiva evolutiva, se habla de que las mutaciones ocasionadas por especies
reactivas del oxigeno y agentes ambientales que llevan al envejecimiento no son removidas
eficientemente por la seleccion natural, haciendo que puedan acumularse en las
poblaciones a través del tiempo. La seleccién hacia estas mutaciones es débil, ya que bajo
condiciones naturales, la mayoria de los individuos mueren por otras razones externas

antes de que se manifiesten signos del envejecimiento.

En contraste al envejecimiento, la progenie esta compuesta de células, tejidos o estructuras
sub-celulares recientemente sintetizados. Esto tiene como consecuencia que estas
estructuras recién sintetizadas estén menos afectadas por el deterioro fenotipico
experimentado por sus padres envejecidos. Sin esta sintesis los efectos negativos se
acumularian de generacion en generacion y haria que los linajes envejecidos

desaparecieran (Ackermann, Schauerte, Stearns, & Jenal, 2007).

Debido a la alta complejidad del envejecimiento, que involucra multiples mecanismos a
diferentes niveles, se han propuesto diversas teorias que intentan explicar como se origina
este proceso. Una de estas teorias es la de las mutaciones somaticas, la cual involucra el
dafo a las macromoléculas relacionado con el aumento, dependiente de la edad, en
mutaciones o algunas otras formas de dano al DNA, proteinas, lipidos, algunos
carbohidratos estructurales, etc. Esto ha sugerido que la capacidad de reparacién del DNA
y de las proteinas es un determinante importante en la tasa de envejecimiento celular a un

nivel molecular (Promislow, 1994).

En eucariontes también se habla de la pérdida de telémeros, lo cual implica que las células
somaticas ya no puedan dividirse debido a la ausencia de la enzima telomerasa que se
expresa normalmente en células germinales. Se ha demostrado que el estrés oxidante

incrementa la tasa de pérdida de teldomeros. Las mitocondrias también juegan un papel



importante en las teorias del envejecimiento, sugiriendo que la acumulacién de mutaciones
en el DNA mitocondrial genera una baja en la produccion de ATP, resultando en un declive

de la bioenergética celular (von Zglinicki, 2002).

Las mutaciones y el dafio a macromoléculas dentro de la célula se consideran como un
marcador de envejecimiento. El recambio de proteinas en la célula es esencial para
preservar las funciones celulares. El desacoplamiento de estos mecanismos de recambio,
reparacion o degradacion proteica es una de las formas en que se acumula material celular
dafado, principalmente de proteinas alteradas, lo que también ha sido mencionado como

un marcador de envejecimiento celular (Kirkwood, 2005).

Aunado a esto, diversos estudios en humanos proveen evidencia altamente descrita de que
la acumulacion de proteinas danadas en el envejecimiento conlleva a diferentes
desérdenes o enfermedades como el Alzheimer y Parkinson, entre otros. Una de las
principales fuentes de dafo a las proteinas es el estrés oxidante, al que estan sometidos

durante los mismos procesos metabdlicos celulares (Kirkwood, 2005).

Inicialmente se pensd que los dafios inherentes al envejecimiento ocurrian unicamente en
organismos con una distincion entre una linea germinal y una somatica, en donde los
efectos negativos de la edad estarian confinados al soma y no serian heredados a la
progenie producida por la linea germinal. Sin embargo, al comenzar a estudiar los
mecanismos celulares y moleculares del envejecimiento, el criterio de envejecimiento se
expandié a distintos organismos en los que no se encuentra presente esta distincion.
Posteriormente se aplicé este concepto como una de las caracteristicas elementales de los
organismos eucariontes, desde las levaduras unicelulares como Saccharomyces

cerevisiae, hasta los humanos (Ackermann et al., 2007).

Solo recientemente el debate se centré en las bacterias, las mayores representantes de los
organismos procariontes. Debido a que la division celular de las bacterias es casi siempre
simétrica, se pensaba que estos organismos no podian estar sujetos al proceso de
envejecimiento. Bajo condiciones Optimas de crecimiento (cultivos con nutrientes
adecuados, temperatura, pH y oxigeno) las bacterias eran consideradas esencialmente

inmortales.

Esta percepcion de inmortalidad de los organismos procariontes, implica una simplificacion
de su ciclo de vida y reproduccion que ya no es compatible con los conocimientos actuales.

En la década pasada se comenzaron a hacer especulaciones y aproximaciones en las que



se proponia que las bacterias podrian también envejecer, en un proceso similar a los
organismos eucariontes. En esa década se realizaron estudios en las bacterias Escherichia
coli (Stewart, Madden, Paul, & Taddei, 2005) y C. crescentus (Ackermann et al., 2007); en
los que se presentaron evidencias de que algunas bacterias podrian envejecer, abriendo

una nueva rama en la investigacion de la senescencia (Ksiazek, 2010).

Dafio oxidativo y carbonilacién en proteinas

Una consecuencia del metabolismo aerobio de los organismos es la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS), que se originan por una reduccién incompleta del oxigeno en
las reacciones quimicas intracelulares. Dentro del ambiente celular existe un balance entre
la produccion y el procesamiento metabdlico de estas ROS mediado por mecanismos de
defensas antioxidantes a nivel celular. Una descompensacion de este equilibrio puede llevar
a un estrés oxidante dentro de la célula y puede afectar muchos de los componentes
celulares (DNA, carbohidratos, acidos grasos insaturados y proteinas). Cuando los
mecanismos de defensa contra el estrés oxidante son sobrepasados, la cantidad de dafo
incluyendo la acumulacion de proteinas oxidadas conlleva generalmente al envejecimiento

y muerte celular (Mgller, Rogowska-Wrzesinska, & Rao, 2011).

En el caso de las proteinas, las modificaciones oxidantes por ROS pueden llevar a cambios
estructurales, asi como también a una pérdida parcial o total de su funciéon. Pueden ser
inducidas directamente por las ROS o indirectamente por una reaccién secundaria con
productos derivados del estrés oxidante. Estas modificaciones reducen la actividad y
termoestabilidad de las proteinas debido a un cambio de la hidrofobicidad de los

aminoacidos modificados (Lasch et al., 2001).

Correlacionado a este efecto, se ha reportado que las modificaciones oxidantes conllevan
también a un desdoblamiento proteico. Si las proteinas se encuentran parcialmente
desnaturalizadas tienden a acumularse y, si no son degradadas, a formar agregados
(Chondrogianni et al., 2014). A pesar de que las células tienen diferentes sistemas
proteoliticos, ciertas proteinas oxidadas, especialmente en grandes agregados moleculares
y ademas conjugadas con productos de glicacion (glicosilacion no enzimatica) vy

glicooxidacion, no pueden ser eficientemente removidos por las proteasas celulares.



Las modificaciones de las proteinas por dafio oxidante pueden afectar numerosas funciones
celulares como vias metabdlicas, la expresion de genes (ya sea directamente o por via de
factores de transcripcién) como la funcién de sus productos. Sin embargo, la consecuencia
mas importante es la acumulacién de proteinas dafiadas por oxidacion (Chondrogianni et
al., 2014). La agregacion de proteinas dafadas se relaciona con el proceso de
envejecimiento, por los niveles intracelulares de proteinas carboniladas (Grune et al., 2001),
como se ha medido en distintos modelos celulares, por ejemplo, musculo esquelético de la
rata (Feng et al., 2008), en fibroblastos humanos (Ahmed, Picot, Bulteau, & Friguet, 2007),
etc.

Los niveles intracelulares de proteinas oxidadas dependen de muchas variables, por lo que
los mecanismos responsables de la acumulacién y agregacion de las mismas varian entre
los diferentes organismos (Stadtman, 1992). Las proteinas con un mal plegamiento,
desnaturalizadas u oxidadas, las cuales normalmente no interactuan entre si, tienden a
formar complejos oligoméricos las unas con las otras, resultando en los agregados
proteicos. Estos son insolubles y metabdlicamente estables, sin embargo, como difieren de

las estructuras proteicas originales, resultan toxicas para la célula.

El proceso de agregacion es sumamente lento en el envejecimiento, debido a su
complejidad, y depende de la concentracion de proteinas dafiadas, de las condiciones
intracelulares y de muchos otros factores. Algunos estudios sugieren que la agregacion
proteica es un proceso regulado (Kopito, 2000) y continuo, acompafado posiblemente de

un crecimiento del agregado dependiente del tiempo (Grune et al., 2004).

El estrés oxidante puede afectar a las proteinas de muchas maneras distintas, algunas de
estas modificaciones pueden ser reversibles, pero muchas ofras resultan en una
modificacion irreversible. Los cambios reversibles ocurridos por la oxidacién de las
proteinas ocurren la mayor parte de las veces en residuos de cisteinas y metioninas, los
cuales son aminoacidos que contienen azufre, y pueden ser reparados por enzimas
especificas. Se ha descrito que estas modificaciones reversibles pueden estar actuando a
un nivel de modulacién de la funcion de la proteina y a su vez, estan involucradas en la

regulacién redox (Herrero et al., 2008).

En el caso de las modificaciones proteicas postraduccionales irreversibles, causadas por la
oxidacion se presenta la carbonilacion. Esta modificacion no puede ser revertida

eficientemente por las defensas antioxidantes de la célula, lo que puede llevar a la



inactivacion y acumulacion de la proteina modificada (figura 1). La carbonilacion es el tipo

mas estudiado de oxidacién irreversible de las proteinas.

Figura 1. Esquema general de la oxidacién de proteinas por ROS. HNE (hydroxinonenal),
OH (radical hidroxilo), H2O. (perdxido de hidrogeno), MDA (malondialdehido), MPO
(peroxidasa), Oz (superdxido), OCI (hipoclorito), SOD (superéxido dismutasa), RO (radical
alcoxi), ROO (radical peroxil). Los danos irreversibles por oxidacion proteica pueden llevar
a la acumulacion de proteinas danadas, a la pérdida de la funcion proteica y a un
desbalance en los procesos celulares, lo que también se considera como una de las causas
del envejecimiento celular (Modificado de Chondrogianni & Petropoulos, 2014).

En el dafio oxidante por carbonilacion, grupos carbonilo (cetonas y aldehidos reactivos)
pueden ser introducidos en las proteinas por la oxidacién en las cadenas laterales de
algunos residuos de aminoacidos, por el ataque de radicales hidroxilo (los aminoacidos mas
susceptibles son la prolina, la arginina, la lisina y la treonina); o pueden ser generados a

través del decaimiento oxidante de las proteinas por distintas vias metabdlicas (figura 2).



Figura 2. Esquema general para las diferentes rutas de carbonilacion proteica. La
carbonilacion es una modificacion postraduccional que lleva a la pérdida de la funciéon
proteica. Puede existir una carbonilacién directa a causa de ROS, o por medio de
reacciones con productos de la glicacién avanzada y de la peroxidacién lipidica. (Madian &
Regnier, 2010).

Las reacciones en las proteinas con productos generados en la peroxidacion lipidica (como
el 4-hidroxinonenal, 4-HNE) involucra la adicién de grupos aldehido reactivos a las cadenas
laterales de los residuos de cisteina, histidina y lisina principalmente (figura 2) (Cabiscol,
Tamarit, & Ros, 2014).

La tercera forma en la que las proteinas son carboniladas es a través de la reaccion del
grupo amino secundario de residuos de lisina u otros aminoacidos, con carbohidratos
reductores o sus productos de oxidacién (también conocidos como productos terminales de
la glicacion avanzada o AGE), generando compuestos como la carboximetil-lisina (Mgller
et al., 2011). La degradacién oxidante de estos productos puede llevar a una formacién
extensa de carbonilos, los cuales pueden inducir entrecruzamiento de proteinas y la

formacién de agregados en la célula (figura 3).



Figura 3. Modificaciones proteicas por azucares y aldehidos reactivos. Formacioén de los
productos terminales de la glicacibn avanzada (AGEs). Las reacciones involucran
carbohidratos reducidos, los cuales forman bases de Schiff y productos Amadori con grupos
carbonilo, que posteriormente llevan a un cruzamiento con proteinas, alterando o
nulificando su funcién (Modificado de Chondrogianni & Petropoulos, 2014).

La deteccion y cuantificacion de las proteinas carboniladas presentes en las células es una
manera indirecta de medir o determinar la existencia de un dafio por estrés oxidante. La
deteccion y cuantificacion de la carbonilacién global de proteinas puede realizarse por
distintos métodos. Uno de ellos y el mas usado comunmente es la derivatizacion de los

grupos carbonilos con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (figura 4).

Este compuesto reacciona con los grupos carbonilo formando un compuesto estable
llamado 2,4-dinitrofenilhidrazona. El grupo dinitrofenil (DNP) de este compuesto puede ser
detectado y cuantificado espectrofotométricamente, ya que muestra un espectro de
absorcion caracteristica con un pico maximo de absorcion a 365-375nm (Levine, Williams,
Stadtman, & Shacter, 1994), o bien mediante inmunodeteccidn con anticuerpos especificos
contra DNP en experimentos tipo Western-blot, dot-blot, inmunohistoquimica o con un
ELISA (Buss, Chan, Sluis, Domigan, & Winterbourn, 1997; Davies, Poljak, Duncan, Smythe,
& Murphy, 2001; Robinson et al., 1999).



Figura 4. Reaccién de derivatizacion de DNPH con grupos carbonilo para la formacion de
2,4-dinitrofenilhidrazona (Modificado de Irazusta, Moreno-Cermefio, Cabiscol, Tamarit, &
Ros, 2010).

Esta reaccion quimica es de las mas usadas para el estudio de las proteinas carboniladas,
ya que presenta muchas ventajas entre ellas la accesibilidad y manejo en laboratorio; sin
embargo puede generar falsos positivos si no se toman las precauciones necesarias (Luo
& Wehr, 2009). Recientemente se ha reportado que la DNPH puede reaccionar con otras
moléculas cuando se encuentra en presencia de agentes reductores como el [-
mercaptoetanol; sin embargo, aunque esta reaccion puede llevar a una sobreestimacion
del contenido de proteinas carboniladas, aun no se ha determinado en qué proporcién
(Dalle-Donne et al., 2009).

Otros métodos que han sido usados para el analisis de las proteinas carboniladas incluyen
ensayos con borohidruro de sodio tritiado, pruebas con biotina y algunas otras de
fluorescencia, teniendo las ultimos dos en comun el uso de derivados de moléculas como
la hidrazina que reacciona con los grupos carbonilados. Aunado a estos, también se han
realizado estudios de espectrometria de masas que permiten la identificacion de sitios
especificos de dafo oxidante en las proteinas y de sus productos. En la tabla 1 se muestra
una comparacion entre las pruebas disponibles para la identificacion de proteinas

carboniladas.
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Sonda Aplicaciones y/o ventajas Desventajas

DNPH Buena en ensayos colorimétricos, Western-blot e inmunofluorescencia Eficiencia del marcaje afectada por el pH.
Interferencia por acidos nucleicos.

NaBSH4 Alta sensibilidad, buena para ensayos basados en geles Radioactiva

Biotina-hidrazida Buena para Western-blot, purificacion por afinidad y proteémica Marcaje necesita una mayor reduccién

ARP No necesita una mayor reduccion de la muestra Posible falso positivo en el marcaje

NIR® sondas fluorescentes Excelente para analisis de Western-blot, alta sensibilidad, estable Necesita de equipo altamente costoso

Tabla 1. Pruebas disponibles para la deteccion de proteinas carboniladas. Pruebas con 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH); ensayos con borohidruro de sodio tritiado (NaBsH4); Pruebas
con Biotina (Biotina-Hidrazida); con N’-aminooximetilcarbonilhidrazina-d-biotina (ARP); y
Pruebas de fluorescencia del infrarrojo cercano (NIR). EI método con la DNPH resulta
bueno debido a su precio y que puede aplicarse con distintas técnicas como lo es el
Western-blot, ensayos colorimétricos, etc. Entre las desventajas de este método se
encuentra que la eficiencia del marcaje se ve alterada por el pH, la presencia de acidos
nucleicos y que los derivados de la DNP suelen ser inestables bajo ciertas condiciones
(Modificado de Yan & Forster, 2011).

Estudios de senescenciay dafio oxidativo a proteinas en organismos unicelulares

Considerando al envejecimiento o senescencia como un deterioro progresivo de las
funciones celulares en funcion del tiempo, se ha establecido una correlacién entre el
envejecimiento bioldgico y la agregaciéon de proteinas oxidadas en una gran variedad de
organismos Yy tejidos (Oliver, Ahn, Moerman, Goldstein, & Stadtman, 1987; Papacek S.,
Celikovsky, Rehak, & étys, 2010; Sohal, Sohal, & Orr, 1995), robusteciendo el

entendimiento sobre los procesos que se llevan a cabo durante el envejecimiento.

En la mayoria de los estudios que han llevado a estas conclusiones, se ha utilizado la
deteccién de proteinas carboniladas por medio de la DNPH ya sea en inmuno-detecciones
o por técnicas espectrofotométricas. Ademas de esto, se han realizado estudios de
protedmica con espectrometria de masas que han permitido identificar proteinas blanco

para la carbonilacién en extractos celulares completos.

En lo referente a organismos unicelulares, se han analizado proteinas susceptibles a
carbonilacion (tabla 2) y se han agrupado acorde a la actividad celular en la que estan
involucradas, dando una idea de que procesos metabdlicos se ven primeramente alterados
como consecuencia de un incremento de la carbonilacion de sus proteinas (Cabiscol et al.,
2014).
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El decremento en el metabolismo celular, propio del envejecimiento, se relaciona con
ciertas proteinas que se consideran como blancos de carbonilacion o con una alta
probabilidad de sufrir un dafio oxidante, el cual impide que las proteinas realicen de manera
correcta su funcion. Inicialmente se identificaron enzimas de vias glucoliticas, como la
piruvato cinasa en S. cerevisiae (Mannarino et al., 2008), ciertas enzimas involucradas en
la sintesis de aminoacidos y proteinas, como la glutamato sintasa y la serina
hidroximetiltransferasa en E. coli (Fredriksson, Ballesteros, Dukan, & Nystrom, 2005), como
las mas susceptibles a presentar una modificacion por estrés oxidante (tabla 2), indicando
que las biosintesis de macromoléculas son funciones celulares que se ven afectadas
inicialmente durante el envejecimiento, alterando el recambio de las mismas (Cabiscol et
al., 2014).

Para la biosintesis y recambio de estas biomoléculas se requiere de factores de elongacion
que asistan en el proceso de la traduccidn de proteinas. En organismos unicelulares se ha
observado que factores de elongaciéon como EF-Tu (Fredriksson et al., 2005) y EF1A
(Tamarit et al., 2012) son blancos de carbonilacion, lo que puede llevar a una traduccién
aberrante de proteinas y a su acumulacion, lo cual se considera también una caracteristica

del envejecimiento (Grillari, Grillari-Voglauer, & Jansen-Durr, 2010).

Para prevenir la acumulacion de proteinas mal plegadas o dafiadas existen chaperonas
como la HSP27, HSP60, HASP70 y HSP90 pertenecientes a las proteinas de choque
térmico (HSPs), que ayudan a disuadir los agregados de proteinas. En células senescentes,
los genes de respuesta a estrés como los de las HSPs, muestran un incremento en su
transcripcion, lo que habla de la importancia de la oxidacién de proteinas y la prevencion
de los agregados de las mismas para el proceso biolégico del envejecimiento (Calderwood,
Murshid, & Prince, 2009).

Sin embargo, las HSPs también son altamente susceptibles a sufrir danos por carbonilacién
(tabla 2), y sus funciones de reparacién y plegamiento hacia otras proteinas se ven
comprometidas. Entre las mas susceptibles a oxidarse se encuentran: Hsp60 (Feng et al.,
2008), Ssa1 (Erjavec, Larsson, Grantham, & Nystrém, 2007), y Hsp82 (Reverter-Branchat,
Cabiscol, Tamarit, & Ros, 2004). Es por esto que, desde procariontes hasta humanos, la
oxidacion de estas proteinas se considera un marcador de envejecimiento celular (Cabiscol
et al., 2014).
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Proteina

Organismo

Contexto de
envejecimiento

Referencias

Metabolismo de glucosa

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

S. cerevisiae

Replicativo/cronoldgico

Reverter et al., 2004; Erjavec et al., 2007

Fosfoglicerato cinasa S. cerevisiae Cronolégico Tamarit et al., 2012
Piruvato cinasa E. coli Arresto del crecimiento  Dukan & Nystrom, 1998
S. cerevisiae Cronoldgico Mannarino et al., 2008; Tamarit et al., 2012
Fructosa 1,6- bifosfatasa S. cerevisiae Cronolégico Reverter et al., 2004
Componente E1piruvato deshidrogenasa E. coli Arresto del crecimiento  Fredrickson et al., 2005
Isocitrato deshidrogenasa E. coli Arresto del crecimiento  Dukan & Nystrom, 1998; Fredrickson et al., 2005
S. cerevisiae Cronoloégico Tamarit et al., 2012
Malato deshidrogenasa E. coli Arresto del crecimiento  Dukan & Nystrom, 1998; Fredrickson et al., 2006
Metabolismo de aminoéacidos y proteinas
Serina hidroximetiltransferasa ( GlyA ) E. coli Arresto del crecimiento  Fredrickson et al., 2005
Glutamato sintasa E. coli Arresto del crecimiento  Dukan & Nystrom, 1998; Fredrickson et al., 2005
Metionina sintasa S. cerevisiae Replicativo Erjavec et al., 2007
Factor de elongacién
Factor de elongacion Tu ( EF- Tu) E. coli Arresto del crecimiento  Dukan & Nystrom, 1998; Fredrickson et al., 2005
Factor de elongacion 1- alfa (EF1A) S. cerevisiae Cronolégico Tamarit et al., 2012
Sistemas de defensa antioxidantes
Catalasa T S. cerevisiae Cronoldgico Reverter et al., 2004
Choque térmico proteinas / Chaperonas
Chaperona molecular Dnak E. coli Arresto del crecimiento  Dukan & Nystrom, 1998; Fredrickson et al., 2005
Chaperona molecular GroEL E. coli Arresto del crecimiento  Fredrickson et al., 2005

HSP 60

S. cerevisiae

Replicativo/cronoldgico

Reverter et al., 2004; Erjavec et al., 2007

Diversos

Fosfoenolpiruvato-fosfotransferasa E. coli Arresto del crecimiento  Dukan & Nystrom, 1998; Fredrickson et al., 2005
Malato sintasa 1 S. cerevisiae  Cronologico Tamarit et al., 2012

ALDH4 S. cerevisiae  Cronologico Tamarit et al., 2012

RpoB E. coli Arresto del crecimiento  Fredrickson et al., 2005 |

Tabla 2. Lista de proteinas modificadas por carbonilacién en E. coli y S. cerevisiae,
incluyendo la referencia del articulo donde se realiz6 el trabajo. (Modificado de Cabiscol et
al., 2014).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae (un organismo eucarionte unicelular) se han
descrito dos tipos de envejecimiento, el cronologico y el replicativo. El envejecimiento
cronoldgico se refiere a la capacidad de cultivos estacionarios para mantener su viabilidad
a lo largo del tiempo. Investigaciones en este campo han provisto de un valioso modelo
para estudiar el dano oxidativo y el envejecimiento de tejidos postmitéticos en organismos
superiores (Herman, 2002; MacLean, Harris, & Piper, 2001; Sinclair, 2002).

Los componentes celulares danados no se pueden diluir en estas células, por lo que la
presencia de sistemas que se deshacen de estos componentes dafiados o que previenen
dicho dafio contribuyen a un tiempo de vida mas largo. Las células en estado estacionario

desarrollan una alta resistencia al estrés oxidante y térmico y por medio de la
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sobreexpresion de Sod7 y Sod2 (superoxido dismutasa 1 y 2 respectivamente) aumentan
su esperanza de vida en un 30%. En estas células se tiende a acumular glucégeno y la
pared celular se adelgaza (Werner-Washburne, Braun, Crawford, & Peck, 1996).

El otro tipo de envejecimiento, el replicativo, se refiere al numero finito de veces que la
levadura puede dividirse por gemacién. Este modelo ha sido usado para estudiar el dafio
oxidante y el envejecimiento en tejidos replicativos de organismos superiores. Conforme la
levadura se hace vieja, acumula cicatrices de divisién, aumenta de tamano, se vuelve infértil

y el nucleo se fragmenta.

Para ambos tipos de envejecimiento se han realizado estudios de carbonilacién de
proteinas y se ha observado que los dos procesos comparten las proteinas blanco de
carbonilacion (tabla 2), en las que se incluyen proteinas de resistencia a estrés y enzimas
involucradas en el metabolismo de la glucosa (Mannarino et al., 2008; Reverter-Branchat
et al., 2004; Tamarit et al., 2012).

Se ha observado ademas que, en la levadura, ciertos materiales celulares como los circulos
extracromosémicos de DNA ribosomal (ECRs) se heredan asimétricamente durante la
citocinesis de la levadura, provocando un envejecimiento replicativo ya que se acumulan
en la célula progenitora (D. A. Sinclair, 1997). Las proteinas dafnadas por carbonilacion
muestran un patron similar, heredandose asimétricamente durante la citocinesis, sugiriendo
que la edad asimétrica de las células depende de la reparticibn de los componentes
celulares no dafados a la progenie y en el que las células progenitoras muestran

marcadores de estrés oxidante.

Este estrés se debe a una carga extra de proteinas dafadas por carbonilacion, la cual es
retenida por las células progenitoras durante la divisién celular (figura 5). La capacidad de
las células progenitoras de retener las proteinas carboniladas disminuye conforme aumenta

la edad replicativa (Aguilaniu, Gustafsson, Rigoulet, & Nystrém, 2003).
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Figura 5. Distribucion de proteinas danadas por oxidacion, mitocondrias y ROS durante la
citocinesis de la levadura S. cerevisiae. A) izquierda micrografia de contraste de fases, a
la derecha, proteinas carboniladas detectadas por inmunofluorescencia in-situ (en rojo) de
una levadura en gemacion. B) Sefal de carbonilos cuantificada a lo largo de la linea de la
imagen de campo claro de A. C) Proteinas carboniladas (en rojo) en una levadura en
gemacion tratada con paraquat, un agente oxidante, 20 minutos antes de la fijacion de las
células. E) Distribucion de las mitocondrias en una levadura en gemacion, analizadas con
un colorante DiOCs que es dependiente del potencial de membrana. F) Deteccién del ion
superoéxido en una levadura en gemacioén con dihidroetidio (DHE). G) Colocalizacién de las
mitocondrias y las proteinas carboniladas, en el primer panel se muestra la imagen de
contraste de fase, el segundo panel muestra las proteinas carboniladas en rojo, el tercer
panel muestra la ubicacion de las mitocondrias en verde y el ultimo panel muestra la
imagen superpuesta de los paneles dos y tres. En esta imagen se muestra como la célula
progenitora retiene el material danado (proteinas carboniladas) durante la citocinesis
celular y previene que la célula hija adquiera una proporcion significativa de las proteinas
danadas, a pesar de que la célula hija presenta su metabolismo aerébico y produce ROS
en presencia de mitocondrias. Esta distribucion asimétrica de las proteinas carboniladas
es importante para la adecuacion de las células hijas recientemente nacidas. Esto se puede
relacionar con un fendmeno involucrado en el envejecimiento celular replicativo. Tomado
de Aguilaniu et al., 2003.

Recientemente se describié en la levadura la maquinaria responsable de la segregacion
diferencial de los agregados de proteinas oxidadas, la cual es dependiente del polarisoma
(Liu et al., 2010, 2011), indicando que en organismos eucariontes unicelulares en los que

se presenta una division celular como tipo de reproduccion, existe una maquinaria celular
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responsable del acarreo del material dafnado (proteinas carboniladas). Esto le confiere una
ventaja en la adecuacion a las células hijas, y que en contraparte se presenta un fenémeno

de envejecimiento en el organismo como consecuencia del tiempo.

En las bacterias el crecimiento depende de la disponibilidad de nutrientes. En el laboratorio
los cultivos de bacterias se mantienen en sistemas cerrados en los que los nutrientes, y los
productos terminales del metabolismo o de desecho, se encuentran en suspensién. In-vivo
las bacterias no experimentan estas restricciones. En estas condiciones artificiales los
cultivos se comportan de una manera predecible en un crecimiento semilogaritmico

parecido a las células somaticas humanas cultivadas in-vitro.

Figura 6. Curva de crecimiento de bacterias en un cultivo in vitro, denotado como numero
de células por tiempo de cultivo. A) Fase de aclimatamiento. B) fase de crecimiento
exponencial. C) Fase estacionaria. D) Fase de muerte celular. (Modificado de Ksigzek,
2010).

Conforme las bacterias crecen in-vitro se reducen los nutrientes debido al consumo de los
mismos y se comienzan a acumular los productos de desecho celular. En la fase
estacionaria ya no hay un incremento en la biomasa del cultivo; sin embargo, las células
vivas aun mantienen sus funciones metabdlicas, permitiendo la sobrevivencia de las
bacterias en condiciones de bajos nutrientes y concentraciones de metabolitos toxicos que
se incrementan conforme avanza el tiempo. En estas condiciones, las células entran en un

estado conocido como envejecimiento condicional (figura 6).

En este estado de fase estacionaria se activan respuestas asociadas con la proteccion

celular contra estrés oxidante dependiente del envejecimiento, asi como la produccion de
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ciertas chaperonas y proteasas para tratar de contender con la acumulacién de proteinas

aberrantes y danadas por oxidacién (Ksiazek, 2010).

La presencia de nucleoides condensados es una de las principales caracteristicas
fenotipicas de las bacterias en un envejecimiento condicional asociado a la fase
estacionaria del cultivo (Wolf et al., 1999). Otras caracteristicas importantes son ribosomas
dimerizados (Yoshida, Yamamoto, Uchiumi, & Wada, 2004), un tamano celular reducido y
una esferificacion (Lange & Hengge-Aronis, 1991), ademas de un reducido contenido
proteico en la membrana externa (Lam et al., 2009), y una disminucion en la fluidez de la
membrana interna (Cronan, 1968), asi como diversos fendmenos asociados a oxidacién de

proteinas y su acumulacion.

En organismos unicelulares procariontes la mayoria de los estudios realizados han sido en
el modelo E. coli. En esta bacteria se describidé un envejecimiento condicional dado por una
detencion del crecimiento, el cual ha revelado ciertas similitudes con el proceso de
envejecimiento de organismos superiores. Se ha sugerido también que, el declive en la
actividad proteosomal durante el envejecimiento condicionado o detencion del crecimiento
esté quizd relacionado con una acumulacion gradual de agregados resistentes a la
protedlisis de proteinas carboniladas, que se unen e inhiben a los proteosomas,
incrementando el contenido de proteinas carboniladas durante el envejecimiento

condicional (Grune, Jung, Merker, & Davies, 2004).

Sin embargo, no existe informacién disponible sobre si productos del dafio oxidante, como
las proteinas carboniladas, se acumulan preferencialmente en la célula bacteriana
“progenitora” como una funcién de la edad replicativa, infiriendo un envejecimiento como
tal, sin la restriccion de nutrientes o espacio. Al no poder utilizar en las bacterias la
mortalidad por edad como un indicador de envejecimiento, éste ha sido cuantificado a partir

del declive en la reproduccion y en la tasa de crecimiento (Ackermann et al., 2007).

Definiendo el envejecimiento en procariontes en términos de la velocidad de division y la
expectativa de vida reproductiva, y no en términos de la detencion del crecimiento por
condiciones de limitacion de nutrientes y espacio (envejecimiento condicionado), se han
realizado estudios siguiendo el crecimiento y reproduccion de células individuales alo largo
del tiempo, tratando de determinar si el tiempo de vida afecta a la reproduccion, traduciendo
estos efectos como consecuencias de un envejecimiento funcional mas parecido al de

organismos eucariontes pluricelulares.
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Es estos estudios se han identificado efectos en la reproduccién a costa de la expectativa
de vida relacionados a un envejecimiento generacional en células individuales de E. coli.
Esta bacteria se reproduce por fisién binaria generando un polo nuevo en cada division y

manteniendo un polo que se puede denominar viejo (figura 7A).

Las células que conservan a los polos viejos después de un cierto niumero de divisiones
celulares (figura 7A, polo color rojo), muestran efectos del envejecimiento generacional
como lo son un lento crecimiento acumulativo (decremento en la eficiencia metabdlica,
figura 7C), una menor produccion de biomasa en las células hijas conforme aumenta la
edad generacional y un incremento en la probabilidad o susceptibilidad a muerte (Stewart
et al., 2005).

Figura 7. Division celular de E. coliy tasa de crecimiento. A) En la division celular se sintetiza
un polo nuevo en cada célula hija (azul) y el polo preexistente se considera el polo viejo
(rojo). El numero de divisiones desde que cada polo fue formado se indica con un numero
dentro del polo, se puede asignar una edad generacional a las células con el numero de
veces que el polo viejo se ha mantenido en la célula con cada division. B) Micrografias a
distintos tiempos de células creciendo indicando con los colores la ubicacion del polo nuevo
y el polo viejo. C) El porcentaje en la diferencia en la tasa de crecimiento de una célula
conforme aumenta su edad generacional medida por las divisiones celulares, comparado
contra una célula con polos nuevos. Conforme aumenta la edad generacional, la diferencia
en la tasa de crecimiento se va incrementando mostrando una menor eficiencia metabdlica
en las células con mayor edad generacional. (Tomado de Stewart et al., 2005).
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En las condiciones experimentales usadas se estim6 que las células dejan de crecer
cuando heredan un polo viejo con una edad de 100 generaciones. Esto sugiere que no es
necesaria la presencia de una linea germinal distinta de una somatica para observar los
efectos del envejecimiento y que sélo se requiere de una asimetria fisiolégica en la
reproduccion (Stewart et al., 2005). La asimetria fisiolégica durante la divisién celular podria
representar la acumulacion del material celular dafado por medio de una particién

preferencial hacia una célula (Stewart et al., 2005).

Existen organismos procariontes que se dividen asimétricamente (a diferencia de E. coli
con una division morfolégicamente simétrica) permitiendo distinguir a la célula progenitora
de la célula hija. Tal es el caso de la bacteria Caulobacter crescentus. En esta bacteria se
observaron consecuencias del envejecimiento similares a las descritas para E. coli, como
una tasa metabdlica reducida, la susceptibilidad a muerte aumentada y una disminucién en

la velocidad de divisién (Ackermann et al., 2007).

Se ha observado que disminuye la tasa reproductiva de células progenitoras de C.
crescentus conforme aumenta la edad (figura 8), mientras que las células hijas de esta
bacteria mantienen una tasa reproductiva alta y constante, sin importar si la célula
progenitora a partir de la cual tienen origen, tiene poca edad generacional o muestra ya un

avanzado numero de divisiones celulares (Ackermann et al., 2007).

Figura 8. Tasa reproductiva de C. crecentus (progenie producida por célula progenitora por
hora) como resultado del envejecimiento. Cada linea representa un experimento
independiente. Conforme aumenta la edad y las células envejecen, su tasa de reproduccion
decrece. (Tomado de Ackermann & Schauerte, 2007).
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Ademas de estos estudios, se ha descrito que las mutaciones que contribuyen al
envejecimiento pueden ocurrir en bacterias y pueden alcanzar altas frecuencias si la fuerza
de seleccion es débil en etapas de edad avanzada. Cuando las mutaciones tienen
inesperados efectos fenotipicos, el desarrollo del envejecimiento puede tomar diferentes

caminos (Ackermann et al., 2007).

El entendimiento del envejecimiento y su evolucién en organismos procariontes requiere de
experimentos que provean de informacién sobre los efectos mutacionales en el
envejecimiento y de los mecanismos de diferenciacion entre una célula progenitora y su
progenie, asi como de técnicas que ayuden al estudio de los procesos moleculares

involucrados en el envejecimiento.

Caulobacter crescentus como modelo de estudio

Caulobacter crescentus representa una plataforma de estudio en organismos procariontes
excepcional para los andlisis relacionados con los mecanismos que permiten la
diferenciacion entre una célula progenitora y una célula hija. Es una alfa-proteobacteria
acuatica Gram-negativa que desarrolla un importante papel en el ciclo global del carbono,

por medio de la mineralizacion de material organico disuelto.

Su ciclo de vida dimdérfico, la division asimétrica y la posibilidad de obtener facilmente
poblaciones sincronizadas, facilitan el seguimiento espacio-temporal de la expresion
geénica, la localizacién subcelular de proteinas, la segregacion cromosomal y el crecimiento
a través del curso del ciclo celular de la bacteria. Esto permite una descripcion detallada no
s6lo de los mecanismos del desarrollo y diferenciacion bacteriana, sino también de
procesos altamente conservados en la replicacion cromosomal y regulacion del ciclo celular
que son menos trazables en especies modelo con una divisién simétrica como E. coli
(Microbewiki & Wikipedia, 1964).

C. crescentus presenta dos formas celulares, ambas con el mismo material genético. La
primera como una célula mévil o nadadora, que no se replica. La segunda es una célula
sésil, con una prosteca. La célula nadadora hace rotar su unico flagelo polar para
desplazarse, lo que reduce la competencia local por nutrientes; también presenta un pilus,

el cual se sintetiza en el polo flagelar inmediatamente después de la divisién celular.
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La diferenciacion de la célula nadadora a célula prostecada ocurre antes de que inicie la
replicacion del DNA, en este tiempo el flagelo es expulsado, el pilus se retrae y crece en
este sitio una extensién de la envoltura celular cilindrica y estrecha (conocida como
prosteca) (Siegal-Gaskins & Crosson, 2008). A esta estructura se le han atribuido funciones
de adquisicion de nutrientes por aumento de la superficie celular, ya que presenta

membrana interna y externa, peptidoglicano y espacio periplasmico.

Al final de la prosteca se encuentra el asidero (Holdfast), el cual es un complejo de
polisacaridos y proteinas (N-acetilglucosamina entre ellos) que sirve para adherirse con
gran fuerza a sustratos o superficies (Li, Brun, & Tang, 2013). La prosteca contiene bandas
cruzadas perpendiculares al eje largo, que aparentemente se sintetizan una vez durante el
ciclo celular y pueden ser usadas para determinar la edad de una célula prostecada.
También se ha propuesto que estas bandas estabilizan la prosteca (Poindexter & Staley,
1996).

Ciclo celular de Caulobacter crescentus y su regulacién

La generacion de distintos tipos celulares se lleva a cabo por medio de dos procesos
fundamentales: una division asimétrica de la célula y la diferenciacién celular. La progresion
a través del ciclo celular y la division asimétrica de la célula resulta de una serie secuencial
de cambios en la morfologia celular y requiere de la coordinacién de varios procesos, entre
ellos la replicacion cromosomal y su segregacion, la morfogénesis y diferenciaciéon
secuencial polar, el crecimiento celular, la biosintesis del flagelo y el pilus, la formacion del
complejo quimiotactico, entre otros. En la regulacién de este proceso participan el control
transcripcional, la fosforilacién de proteinas, la metilacion de regiones de DNA y la

localizacién y degradacion diferencial de proteinas (Zhou et al., 2015).

El avance de la célula por estos cambios estructurales es guiado por programas genéticos
secuenciales que llevan a una expresion diferencial del genoma. Como consecuencia de
esta alta regulacion, Caulobacter replica su cromosoma sélo una vez durante el ciclo
celular, por lo que las fases G1, S y G2 son facilmente distinguibles (Brown, Hardy, Trimble,
& Brun, 2008) y en consecuencia, los distintos tipos celulares generados (célula progenitora

y célula hija).
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Algunos autores mencionan que aproximadamente el 19% del genoma de Caulobacter, que
equivale a 553 genes, se expresan en niveles que varian a través del ciclo celular (Laub,
McAdams, Feldblyum, Fraser, & Shapiro, 2000). Recientemente se ha trabajado para
identificar sitios de inicio de la transcripcion de estos genes, asi como la medicion de sus
niveles especificos de actividad en cada etapa del ciclo celular, con la finalidad de definir
las regiones reguladoras correspondientes a cada promotor regulado por el ciclo celular
(Zhou et al., 2015).

La regulacion del ciclo celular se da por proteinas maestras reguladoras de la transcripcion,
por medio de un proceso ciclico. Actualmente se conocen 5 de estas proteinas
involucradas: DnaA, GcerA, CtrA, SciP y una metil-transferasa de DNA llamada CcrM (figura
9), que dirigen la transcripcion de aproximadamente el 60% de los genes regulados por el
ciclo celular (Zhou et al., 2015) (Lasker, Mann, & Shapiro, 2016).

Figura 9. Ciclo celular de C. crescentus y localizacion de los principales reguladores
maestros CtrA, DnaA y GrcA. En la parte inferior se muestran las fases del ciclo celular y
los principales eventos morfolégicos. Célula flagelada (SW), Célula prostecada (ST), célula
predivisional temprana (PDg) y célula predivisional tardia (PD.). (Tomado de Brown et al.,
2008).
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Existen a la vez, niveles adicionales de regulacién del ciclo, los cuales se ayudan de los
factores sigma. La secuenciacion del genoma de C. crescentus revelo la presencia de 16
factores sigma putativos de funcion extracitoplasmica, que dirigen cambios en la expresién
génica en respuesta a estimulos periplasmicos o extracelulares, como otro nivel de

regulacién del ciclo celular (Nierman et al., 2001).

Dentro de estos factores sigma, existen algunos reguladores importantes de respuesta a
estrés oxidante, entre ellos sigmaF, que no se requiere durante el crecimiento normal si no
en la respuesta a estrés oxidante que ocurre durante la fase estacionaria. Este factor activa
la transcripcion de 8 genes, incluyendo los que codifican para la metionina-sulféxido-
reductasa, la superoxido dismutasa y la anhidrasa carbdnica, los cuales estan relacionados

con la proteccion contra estrés oxidante (Alvarez-Martinez, Baldini, & Gomes, 2006).

Ademas de los reguladores transcripcionales, se conocen proteinas de transduccién de
sefales de dos componentes que regulan la progresién del ciclo celular. Con la
secuenciacion del genoma de Caulobacter crescentus, se revelo la presencia de 105 genes
que codifican para proteinas de transduccién de sefiales de dos componentes, incluyendo
34 cinasas de histidinas (entre ellas PleC y DivJ), 44 reguladores de respuesta y 27 hibridos

de cinasas de histidinas y reguladores de respuesta (Nierman et al., 2001).

Al menos 39 de estos genes se requieren para la progresion del ciclo celular, el crecimiento
y la diferenciacion morfoldgica; y 9 genes mas son esenciales para la sobrevivencia celular
(Skerker, Prasol, Perchuk, Biondi, & Laub, 2005). La organizacion espacial de las proteinas
de transduccién de sefiales juegan un papel importante en la preparacion de los
compartimientos de la célula predivisional para la formacién de los distintos tipos celulares
(Brown et al., 2008).

La distribucion y el mecanismo de accion de las proteinas reguladoras maestras de la
transcripcion y de algunos otros factores de la regulacion del ciclo celular, comienzan en la
fase G1. En esta fase del ciclo se encuentra activa y fosforilada CtrA, que es una proteina
reguladora de respuesta con sitio de unién a DNA, que se une al origen de replicacion y
reprime la replicacion del cromosoma. Ademas de esto, CtrA regula la expresién de la
hemimetiltransferasa CcrM, y con ello regula el estado de metilacion del DNA en la célula
prostecada y en la predivisional (Sanselicio, Bergé, Théraulaz, Radhakrishnan, & Viollier,

2015). Su estado de foforilacion esta dado por CckA (cinasa de histidina del ciclo celular);
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y también por un segundo regulador de respuesta denominado CpdR (regulador de

degradacion de proteina CtrA) (Collier, 2016).

Durante el proceso de transicion de célula flagelada a prostecada, para dar paso a la fase
S, CtrA se degrada rapidamente por protedlisis en. El control de la replicacién cromosomal
comienza con la estabilizacion de DnaA, que es un activador esencial de la replicacién
cromosomal (Gorbatyuk & Marczynski, 2001), ya que presenta una actividad de
desdoblamiento del DNA, actuando como iniciador y regulador transcripcional durante la

fase S temprana (Collier, 2016).

DnaA es responsable de la activacion tanto de ftsZ como de podJy de la sintesis de GcrA,
esta ultima se acumula durante la fase S. La proteina DnaA se une al origen de replicacion
cromosomal, sin embargo al momento de iniciar la replicacion en las células prostecadas
también se promueve su degradacion (Collier, 2016). La rapida degradacién de DnaA

asegura que la replicacién del DNA no se reinicie de nuevo durante el mismo ciclo celular.

La proteina CtrA en esta fase S temprana se encuentra degradada o inactiva, es GcrA el
regulador dominante y activa los genes requeridos para la replicacion cromosomal,

elongacién celular y el desarrollo de la polaridad (Holtzendorff, Reinhardt, & Viollier, 2006).

GcerA muestra una afinidad por diversos promotores, entre ellos, el promotor P1 de ctrA.
Conforme la célula avanza de la fase S a la G2, GerA promueve la transcripciéon de ctrA y
la proteina comienza a acumularse. El nuevo CtrA sintetizado es fosforilado y evita también
que exista una re-iniciacion de la replicacion cromosomal, reprimiendo también a GcrA

(Quon, Yang, Domian, Shapiro, & Marczynski, 1998).

La localizacion espacio-temporal de estas proteinas también se encuentra controlada por
los reguladores globales de los que se hablé anteriormente, entre estos CtrA y Divk,
reguladores de respuesta ubicados al final de sistemas de dos componentes. El primer
sistema involucra a DivJ y PleC, cuyas interacciones van a tener un efecto final sobre DivK;
y el segundo sistema con DivL y CckA, el cual va actuar sobre CtrA. PleC y CckA son
enzimas que actuan sobre residuos de histidina, pueden actuar como cinasas o fosfatasas

hacia sus respectivos reguladores de respuesta (Subramanian, Paul, & Tyson, 2015).
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Figura 10. Modelo que muestra las principales proteinas cinasas y sus reguladores durante
el ciclo celular de C. crescentus. Las barras negras muestran la abundancia relativa de los
reguladores transcripcionales CtrA y GcerA. Las proteinas como Divd y PleC ayudan a la
localizacidon de las distintas proteinas y procesos para la replicacion y la division celular.
(Tomado de Sanselicio et al., 2015).

Por consiguiente, para determinar la asimetria celular, existe una regulacién en la actividad
y los niveles de la proteina sefalizadora CtrA, que necesita encontrarse fosforilada para
presentar actividad de factor transcripcional. Para ello, el médulo de determinacion de la
asimetria desencadena una cascada de activacién o degradacion de CtrA dependiendo de
los reguladores espaciales en los andamios polares; por lo que en la célula predivisional,
CtrA permanece fosforilado en el compartimiento de la célula flagelada, mientras que en el

compartimiento prostecado permanece desfosforilado y degradado (Lasker et al., 2016).

Como ya se mencion6 anteriormente, el médulo que determina la asimetria esta compuesto
por dos vias de sefalizacién proteica localizadas diferencialmente en los polos de las
células predivisionales. La via de activacion de CtrA se localiza en el nuevo polo debido a
interacciones con la proteina de andamiaje polar PodJ, y en menor medida también con
TipN. Mientras tanto, el factor tipo-lisozima SpmX localiza a la cinasa de histidina DivJ en
el polo viejo de la célula predivisional, activando la via de degradacion de CtrA (figura 10).
Cabe recalcar que PopZ es una proteina critica para la localizacion diferencial de los
miembros de las vias correspondientes a los distintos polos (Radhakrishnan, Pritchard, &
Viollier, 2010).
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Uno de los ejes del médulo de determinacién de la asimetria es la cinasa de histidina hibrida
bifuncional CckA. Cuando muestra actividad de cinasa, se autofosforila y transfiere su
fosfato a una proteina intermediaria llamada ChpT, la cual, a su vez, pasa el fosfato a CtrA
activandolo, o a CpdR, inhibiendo la degradacion de CtrA. Por otro lado, cuando CckA es
estimulado como fosfatasa, grupos fosfato pasan de CtrA a ChpT, y, finalmente a CckA, en
donde son hidrolizados. Con este mecanismo de accién, CckA promueve la degradacién

de CtrA gracias a que se detiene el flujo de fosfatos hacia CpdR (Lasker et al., 2016).

El que CckA actiue como cinasa o fosfatasa depende del polo o compartimiento en el que
reside y de la interaccién con proteinas sensibles al compartimiento, ya sea DivK o PleD.
Entonces, al iniciar el ciclo celular, CckA se encuentra deslocalizada en células flageladas.
En contraparte, en células prostecadas se localiza en el polo prostecado v,
subsecuentemente, se localiza o en ambos polos o solo en el polo flagelar de la célula
predivisional. La acumulacion de CckA en el nuevo polo celular, mediada por la
pseudocinasa DivL, promueve la actividad de cinasa en el compartimiento flagelado
(Sanselicio et al., 2015).

Posteriormente, cuando DivK se encuentra fosforilado, se une a DivL, formando un
complejo que puede inhibir la actividad de cinasa de CckA. En el caso en el que PleD se
encuentre fosforilada, sintetiza GMP-di-ciclico (cdG), el cual puede unirse a CckA e inhibir
de igual manera la actividad de cinasa de esta proteina. Los niveles de DivK~P y PleD~P
se encuentran determinados por la proteina PleC, que senala la diferenciacién hacia una
célula flagelada, o por Divd, que lleva a la célula a mostrar una morfologia con prosteca
(Lasker et al., 2016).

En células predivisionales, Divd es activado indirectamente por KidO y fosforila a DivK y
PleD, ademas de que eleva los niveles de cdG en el compartimiento prostecado. PleC
desfosforila a DivK~P y a PleD~P, permitiendo la actividad de CckA en el compartimiento
flagelado. Durante la diferenciacion de célula flagelada a prostecada, Divd reemplaza a
PleC en el polo prostecado, permitiendo que aumente DivK~P y cdG, permitiendo el paso
a CtrA (Radhakrishnan et al., 2010).

Para pasar de la fase S a la G2 se lleva a cabo la citocinesis. Este proceso necesita de un
complejo proteico encabezado por FtsZ. La funcion de esta proteina es formar filamentos
que dirigen la citocinesis dando forma al sitio de divisién por medio de una estructura

denominada anillo-Z. Durante la constriccion del anillo Z se cierra la membrana interna en
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este sitio, formando los compartimientos en la célula predivisional, los cuales tienen una
presencia asimétrica de factores que definiran el destino celular de cada compartimiento
(Ardissone & Viollier, 2015).

La posicién de ensamblaje del anillo Z es determinada por MipZ; esta proteina activa la
actividad de GTPasa de FtsZ, impidiendo su polimerizacién. MipZ forma un gradiente de
concentracién desde los polos hacia la mitad de la célula, donde su concentracién es
minima. Para lograr este gradiente, MipZ se ayuda de ParB y PopZ. ParB es una proteina
de union al centromero y se localiza junto con la matriz multimérica PopZ. Ambas proteinas
son segregadas junto con la region de origen del cromosoma hacia los polos celulares,

arrastrando a MipZ y logrando el gradiente (Ardissone & Viollier, 2015).

Cuando las células se encuentran ante un estrés oxidante, se puede detener la progresién
del ciclo celular. La presencia de ROS puede llevar a la sintesis por SpoT, del alarmén
(P)ppGpp. Este alarmén reprime la transcripcion de dnaA, llevando a una detencién del ciclo
celular en la transicion G1-S. DnaA también puede ser degradado por la proteasa Lon,
impidiendo la replicacion del DNA en células con una alta acumulacion de proteinas mal
plegadas durante un estrés proteotdxico agudo (Collier, 2016). Por consiguiente, en el
envejecimiento, es de gran relevancia la presencia de un estrés oxidante, asi como de
agregados de proteinas carboniladas, ya que se sugiere podrian detener el ciclo celular y
como consecuencia disminuir la tasa reproductiva de la célula, pero no existe informacién
sobre si hay algun mecanismo de segregacion diferencial de proteinas carboniladas al

momento de la division celular que explique que una célula progenitora envejezca.
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Justificacion

Los estudios de envejecimiento en procariontes se han centrado en un envejecimiento
condicionado, limitado a la disponibilidad de nutrientes y espacio en cultivo. Recientemente,
se ha sugerido la existencia de un envejecimiento generacional debido a experimentos en
los que se demostré un decremento en la tasa de crecimiento y division celular de C.
crescentus después de mantener a un grupo de células a lo largo de 100 divisiones. Sin
embargo, no se conocen los mecanismos moleculares por los cuales pueda existir un
envejecimiento generacional en procariontes que involucre la acumulacién de dafio celular
intrinseco, como la formacion de agregados de proteinas carboniladas observado en otros
organismos unicelulares como S. cerevisiae. La presencia de proteinas carboniladas se
debe al estrés oxidante al que estan sometidas todas las células, y la acumulacion de la
mismas se considera un marcador de envejecimiento celular en eucariontes, este tipo de
estrés también se ha descrito que tiene un efecto sobre la detencion del ciclo celular.
Ademas de esto, en C. crescentus existe una compleja maquinaria que regula la progresion
del ciclo celular y la segregacion del cromosoma y otros componentes celulares en el
momento de la division celular, lo que nos lleva a pensar que puede existir algin mecanismo
molecular que ayude a que exista una segregacion diferencial de proteinas carboniladas,
las cuales se consideran marcadores de envejecimiento celular. Es por ello que es de gran
interés asociar este fendbmeno en el modelo C. crescentus como una de las bases

moleculares del envejecimiento en procariontes.
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Hipodtesis

La presencia de proteinas oxidadas (dafiadas por carbonilacién) en C. crescentus mostrara

una dindmica espacio-temporal en la que se segregaran diferencialmente estas proteinas

al momento de la division celular preferencialmente hacia la célula prostecada o

progenitora, y su concentracién aumentara directamente con la edad generacional.

Objetivo general

Determinar la presencia, el incremento y la posible segregacién durante la division celular

hacia la célula progenitora, de agregados de proteinas carboniladas en C. crescentus

conforme aumenta su edad generacional, para asociar este fendbmeno como una de las

bases moleculares del envejecimiento en procariontes.

Objetivos particulares

0]

Determinar la presencia en condiciones 6ptimas y bajo estrés oxidante de proteinas
carboniladas en C. crescentus.

Evaluar el efecto del perdoxido de hidrégeno como agente oxidante en la
sobrevivencia y tasa de crecimiento de cultivos de C. crescentus.

Determinar la presencia diferencial de proteinas carboniladas en células
progenitoras y células hijas de C. crescentus mediante Western-blot.

Detectar in-situ las proteinas carboniladas en células de C. crescentus.

Realizar la fusion de una proteina fluorescente con DivJ como marcador de
polaridad.

Caracterizar in-situ la segregacion de las proteinas carboniladas, durante la division

celular en células de C. crescentus.
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas y medios de cultivo

Pladsmidos y cepas utilizadas en este trabajo

Nombre Resistencia Descripcion Referencia
CB15N - Cepa silvestre de C. crescentus
TOP10 - Cepa de E. coli para clonaciones Invitrogen

Plasmido integrativo para fusiones de proteinas en el
pCHYC-4 Gentamicina extremo carboxilo terminal bajo el control del promotor
nativo y fusién con la proteina fluorescente mCherry.

(Thanbichler, Iniesta,
& Shapiro, 2007)

Plasmido integrativo a DivJ con una fusion de la

pDivJ- Gentamicina proteina fluorescente mCherry expresados bajo el Este trabajo
CHYC-4 )
control del promotor nativo.

TOP10 . . - .

. - E. coli TOP 10 que contiene el plasmido pDivJ- .
pDivJ- Gentamicina CHYC-4 Este trabajo
CHYC-4 i
JA1 Gentamicina CB15N divJ::mCherry Este trabajo
S1 CB15N mipZ::YFP Laboratorio Poggio

Tabla 3. Descripcidon de cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Escherichia coli

Se crecio en medio LB (1I: 10g de bactotriptona, 5g de extracto de levadura y 10g de NaCl).
Para placas de medio sdlido se anadio 15g/L de bacto agar. Esta bacteria se crecié a 37°C
y en agitacion para medios liquidos. Antibiéticos utilizados: kanamicina 0.5% (10 pl/ml) y

gentamicina 0.3% (5 pl/ml).
Caulobacter crescentus

Se creci6 en distintos medios de cultivo dependiendo del protocolo a seguir: Medio rico PYE
(11: 2g de Bactopeptona, 1g de extracto de levadura, 1ml de MgSO4 1M, 0.5ml de CaClz
1M), para placas de medio sdlido se afiadié 15g/L de bacto agar. M5GG altos fosfatos (11:
10ml de Tris-HCI pH 7 1M, 1ml de NaCl 1M, 1ml de KCI 1M, 6.25ml de NH4Cl2 8%, 850l
de glutamato de sodio 212.5mM, 0.5ml de MgSO4 1M, 10ml de Glucosa 20%, 1ml de FeSO,
10mM EDTA, 0.5ml de CaCl; 1M, 10ml de sales M2 sin nitrégeno 100x). Sales M2 sin
nitrégeno 100x (11: 87g de Na;HPO4, 53g de KH2PO4). La bacteria se cultivdo a 30°C y en

agitacion para medios liquidos. Antibiético utilizado: gentamicina al 0.3% (5 pl/ml).
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Sincronizacion de Caulobacter crescentus

Para separar poblaciones de células con flagelo (swarmer, las cuales acaban de originarse
por la divisién celular y comienzan el ciclo celular) del resto de las células progenitoras
(prostecadas y divisionales), se utilizd el procedimiento descrito por Evinger M. y Agabian
N. (1977) de sincronia para un cultivo de 500 ml a una DOeggo de 0.3. Con este método sélo
se obtienen dos poblaciones celulares, las células flageladas y las predivisionales vy

divisionales juntas.

Para realizar la sincronia de un cultivo y separarlo en las tres poblaciones de las distintas
etapas del ciclo celular de C. crescentus (flageladas, predivisionales o prostecadas vy
divisionales), se estandarizé un protocolo en este trabajo. Un cultivo de 50 ml con una DOsgo
de 0.3 en medio M5GG altos fosfatos se enfrié a 4°C y a partir de este punto todo el

procedimiento se realizé en hielo o en centrifuga a 4°C.

El cultivo se concentrd a 12 mly se coloco en tubos de vidrio de 15ml previamente enfriados,
se anadié 3 ml de Ludox frio (previamente ajustado a un pH neutro: 3 ml Ludox + 226.4 pl
de HCI 1M, mezclado por inversién) y se mezcld por inversion. Se centrifugdé a 9000 rpm
por 30 minutos a 4°C. Esto resulta en la formacion de 2 bandas, una en la parte superior
del tubo correspondiente a células predivisionales y divisionales y otra en la parte inferior

del tubo correspondiente a células flageladas.

Se recolectd con micropipeta 5.2 ml de la banda superior tratando de recuperar la mayor
cantidad de células posible y se colocaron en un nuevo tubo de vidrio frio. Se afadieron
400 pl de sales de medio M2 frias; se centrifugd 10 minutos a 9000 rpm a 4°C. Se obtuvieron
dos bandas nuevas: superior e inferior (divisionales y predivisionales respectivamente) las

cuales se recolectaron en tubos de vidrio frios distintos y rotulados (figura 11).

Las células se lavaron 3 veces con 10 ml de sales M2 1x frias, centrifugando 5 minutos a
9000 rpm a 4°C y aspirando el sobrenadante con vacio para evitar perder células. Se colocé
una alicuota de cada poblacién celular recuperada en camas de agarosa y se observaron

al microscopio Nikon Eclipse E600 con un aumento de 1000x.
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Figura 11. Sincronizacién de tres poblaciones celulares. Centrifugacion con gradiente de
densidad por Ludox. Después de la primera centrifugacion, de la banda formada en la parte
superior se recolectan en otro tubo para volver a centrifugar y separar las células
divisionales de las predivisionales. Las células con flagelo de la primera centrifugacién se
recuperaron y se lavaron para retirar el exceso de Ludox.

Para realizar sincronias de mayor volumen para separar las tres poblaciones celulares, se
siguié el mismo procedimiento ajustando los volumenes de los cultivos, soluciones vy
cantidad de células recolectadas. Para un cultivo de 120 ml con una DOss de 0.3 se
concentrd a 30 ml, se utilizaron 7.5 ml de Ludox (con pH neutro ajustado previamente: 7.5
ml de ludox + 566 ul de HCI 1M); y se recolectaron 13 ml de la banda superior que contenia
células divisionales y predivisionales afiadiéndoles 1ml de sales M2 1x para separarlas por
gradiente de densidad en centrifugacion. Después de los lavados para retirar el Ludox, los
paquetes celulares se inocularon en medio fresco M5GG altos fosfatos previamente

calentado a 30°C.

Para ajustar los volumenes se utilizaron las siguientes proporciones: concentrar el cultivo a
Ya del total; la cantidad de Ludox con pH neutro que se anadié fue 4 de la cantidad total del
volumen del cultivo concentrado; para ajustar el pH del Ludox a neutralidad se afiadié una
parte de HCI 1M por cada 13 partes de la cantidad de Ludox usado; para centrifugar y
separar células divisionales y predivisionales se afadidé una parte de sales M2 1x fria por
cada 13 partes de volumen recolectado de células de la banda de divisionales y

predivisionales.
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Pruebas de tratamientos oxidantes en C. crescentus

Para detectar la presencia de proteinas intracelulares modificadas por oxidacién, se
sometio a Caulobacter crescentus CB15N a condiciones oxidantes, entre ellas, perdxido de
hidrégeno y privacion de glucosa. Se utilizaron cuatro cultivos de 3ml en tubos de vidrio con
medio M5GG altos fosfatos; al momento de darles el tratamiento los cultivos se encontraban
a una DOegso de 0.3. Al primer y segundo cultivo se les adiciond peroxido de hidrégeno a
una concentracion final de 0.4mM y 0.1mM respectivamente; se incubaron durante 30

minutos en agitacion a 30°C.

Se decant6 la mitad del cultivo a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, se centrifugd un
minuto y se desecho el exceso de medio, se vacié en el mismo tubo el resto del cultivo, se
centrifugd y se desechd el exceso de medio. Posteriormente, se lavaron las células para
remover el peroxido de hidrogeno 2 veces con medio M5GG altos fosfatos estéril. Por
ultimo, se centrifugd 2 minutos a 13000 rpm, se decanté el exceso de medio y los paquetes

celulares se congelaron a -70°C.

Al tercer cultivo se le dio un tratamiento de privacién de glucosa, para ello, se centrifugé 5
minutos a 13000 rpm, se descarté el sobrenadante y el paquete se resuspendié en 3ml de
medio M5GG altos fosfatos sin glucosa previamente preparado. Se incubé a 30°C en
agitacién durante 4 horas. Se traspas6 a un tubo de microcentrifuga y se centrifugd 5
minutos a 13000 rpm, se decantd el exceso de medio y el paquete celular se almacené a -
70°C.

El cuarto cultivo se utilizé como control negativo a los tratamientos oxidantes, por lo que
solamente se encontré en medio M5GG altos fosfatos, después de que alcanzé la densidad
Optica deseada se centrifugd y almacend al igual que los otros cultivos en un tubo de
microcentrifuga (las muestras se congelaron por una noche). Se realizdé un extracto de
proteinas a cada una de las muestras y se utilizé el kit de deteccién de oxidacion de
proteinas OxyBlot™ (Millipore™).

33



Deteccién de oxidacion en proteinas con el kit Oxyblot™ (Millipore'™)

Extraccion y cuantificacién de proteinas. Las muestras se colocaron en hielo y se les
afiadieron 100 pl de buffer de resuspension (Tris pH 8 10Mm y EDTA 5mM). Se

resuspendieron las células con ayuda de la micropipeta.

La lisis se llevo a cabo con 4 pulsos de sonicacion de 10 segundos cada uno, el tubo con
la muestra se colocé en hielo entre cada pulso. La concentracion de proteina se cuantifico
por el método de Bradford (Protein Assay, Bio-Rad™), utilizando albumina sérica bovina
(Bio-Rad™) como estandar para hacer la curva patron. Las muestras se llevaron a una
concentracién de 4 pg/ul, adicionando buffer de resuspension o concentrando en vacio para
diluir o concentrar la muestra respectivamente. La deteccidén de la oxidacién de proteinas
se llevd a cabo el mismo dia en que se realizaron los extractos, de acuerdo a (Luo & Wehr,
2009) utilizando el kit OxyBlot™ (Millipore™).

Reaccién de derivatizacién de los extractos de proteina. Para detectar los grupos
carbonilos de las proteinas modificadas por oxidacion, éstos se derivatizaron a 2,4-
dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por medio de la reaccién con 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH). Por cada muestra se usaron dos tubos de microcentrifuga nuevos, en ellos se
colocaron 4 pl del extracto de proteina en cada tubo (16 ug de proteina total por tubo), se
le adiciond 6 ul de SDS al 10% (concentracion final de SDS 6%) y se mezcld por pipeteo.
Uno de los tubos se sometio a la reaccion de derivatizacion, afiadiéndole 10 pl de la solucion

1x DNPH (OxyBlot, Millipore™) y se mezcl6é suavemente por pipeteo.

La segunda muestra fue usada como control negativo para la reaccion, se le anadieron 10
ul de la solucion 1x control-derivatizacion (OxyBlot, Millipore™). Ambos tubos se incubaron
a temperatura ambiente por 20 minutos. Pasado este tiempo, se detuvo la reaccién
afadiendo 7.5 pl de la solucién neutralizadora (OxyBlot, Millipore™) y se mezclé con ayuda
de una micropipeta. Una vez neutralizada la reaccién, las muestras estuvieron listas para

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

Electroforesis y western-blot. Para analizar la presencia y expresion de las proteinas de
interés, se cargd el total de la muestra obtenida en la reaccién de derivatizacion y su
respectivo control negativo en un gel de SDS-poliacrilamida al 12% (gel al 12%: 2ml de
acrilamida bisacrilamida, 1.875ml de Tris 1M pH 8.8, 50 ul de SDS al 10%, 40 ul de
persulfato de amonio al 10%, 1ml de H>O, 3 pl de solucion TEMED. Se utilizé el gel
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concentrador al 4%). No se uso buffer de carga, las muestras ya eran lo suficientemente
densas después de la reaccién de derivatizacion. La electroforesis se realizé a 25mA con
buffer de glicina (1I: 14.4g de Glicina, 3g de Tris base, 10ml de SDS al 10%).

Después de la electroforesis, el gel se colocé en un recipiente en el que quedara
completamente cubierto con 10ml de buffer de glicina nuevo y se le afiadieron 90 pl de B-
mercaptoetanol, se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion
constante. Posteriormente, se realizd la electrotransferencia a una membrana de
nitrocelulosa (buffer de transferencia 1I: 0.32g de carbonato de sodio, 0.84g de bicarbonato
de sodio, 200ml de metanol y se aforé a 1l con agua fria) a 250mA durante 1 hora. La
membrana se bloqueo con leche sin grasa al 1% disuelta en TBS-Tween (1L: 100ml de TBS

10x, 1ml de Tween20) a 4°C toda la noche con agitacién constante.

Al dia siguiente, se sometié la membrana a 4 lavados de 10 minutos cada uno con TBS-
Tween. La membrana se incubd 1 hora con el anticuerpo primario (conejo anti-DNP diluido
1:150, OxyBlot, Millipore™) en agitacién constante. Después se realizaron 4 lavados de 10
minutos con TBS-Tween. Al terminar se prosiguio a incubar la membrana con el anticuerpo
secundario (cabra anti-conejo IgG (HRP-conjugado) diluido 1:300, OxyBlot, Millipore™)
durante 1 hora en agitacion constante, terminada la incubacion se realizaron otros 4 lavados
con TBS-T. Las bandas se detectaron por quimioluminiscencia con SuperSignal® West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™), con exposiciones de 1y 3

segundos. Las densitometrias se realizaron con ayuda del software ImageJ.

Control del tratamiento con peréxido de hidrégeno en la sobrevivencia y tasa de

crecimiento poblacional de C. crescentus

Para analizar el efecto del peréxido de hidrégeno en la sobrevivencia de la bacteria, se
prepararon cultivos de 3ml de C. crescentus CB15N con una DOgso de 0.3 en medio M5GG
altos fosfatos, se afiadié perdxido de hidrégeno (stock al 30%) a concentraciones finales de
4,1,0.5, 0.2, 0.1, 0.05mM y 0 como control. Se incubaron a 30°C en agitacion constante
durante 1 hora y posteriormente se realiz6 un lavado con medio fresco M5GG altos fosfatos
para retirar el peroxido de hidrégeno. Las células se resuspendieron en 3ml de medio
fresco.
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En tubos de vidrio se realizaron diluciones de los cultivos con valores de 102, 103, 10, 10
>y 10°%; colocando 990 ul de medio fresco en el primer tubo y 900 ul de medio fresco en
otros 4 tubos de vidrio. Se anadieron 10 ul del cultivo celular al primer tubo y se agité con
vortex, se tomaron 100 pl de este tubo y se colocaron en el segundo tubo con medio fresco,
se agitd con vortex. Esto se repitié en los tubos restantes para completar las diluciones
deseadas. Inmediatamente en cajas con medio soélido PYE se colocaron gotas de 10 pl de
cada dilucion. Se incubaron durante 36 horas a 30°C. Se observaron las UFC (unidades

formadoras de colonias) en las distintas concentraciones de peréxido de hidrégeno.

Para analizar los niveles de proteinas carboniladas en extractos de proteinas de células
tratadas con peréxido de hidrégeno se utilizaron cultivos de 10ml de C. crescentus CB15N
con una DOego de 0.3 en medio M5GG altos fosfatos, se les afiadid perdxido de hidréogeno
a concentraciones finales de 0.1, 0.05mM y 0 como control. Se incubaron a 30°C en
agitacion constante durante 1 hora y posteriormente se realizé un lavado con medio fresco
M5GG altos fosfatos para retirar el peréxido de hidrogeno. Los cultivos se centrifugaron 5

minutos a 9000rpm y se desecho el sobrenadante.

Las células se traspasaron a tubos de microcentrifuga y se centrifugaron de nuevo para
retirar el exceso de sobrenadante. Las células se resuspendieron en 100 pl de buffer para
extracto de proteinas y se prosiguié con el protocolo de deteccion de oxidacidon de proteinas

con el Kit OxyBlot™ (Millipore™) previamente descrito.

Para analizar el efecto del peréxido de hidrogeno en la tasa de crecimiento de células de la
cepa CB15N, se utilizaron cultivos en medio M5GG altos fosfatos. Se inocularon 50 ml de
medio con un cultivo saturado de CB15N y se incubd a 30°C en agitacién constante. Cada
2 horas se tomod una alicuota de 1ml y se midié su DOgso hasta fase estacionaria. A las 10h,
cuando el cultivo se encontré en fase de crecimiento exponencial, el cultivo se separ6 en
dos partes iguales, una se utilizé como control de crecimiento y al resto del cultivo se le
agrego peroxido de hidrégeno a una concentracion final de 0.05mM durante 1 hora a 30°C

en agitacion.

Terminado el tratamiento con el perdxido de hidrogeno, ambos cultivos se centrifugaron y
se les retir6 el medio, posteriormente se les afadié la misma cantidad de medio fresco
(previamente calentado a 30°C) que se les retird y continuaron incubandose en agitacion
constante a 30°C. El efecto del perdxido de hidrégeno en la tasa de crecimiento se analizo

espectrofotométricamente con los datos de las densidades 6pticas a 660nm.
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Para analizar el efecto del perdoxido de hidrogeno sobre la tasa de crecimiento y
sobrevivencia de las tres distintas poblaciones celulares de C. crescentus (flageladas,
predivisionales y divisionales en la cepa CB15N) y determinar si en cierta etapa del ciclo
celular la bacteria es mas susceptible a muerte inducida por el tratamiento de estrés
oxidante con peroéxido de hidrégeno, se utilizaron dos cultivos de 50 ml a una DOgso de 0.3.
Un cultivo se utilizé como control al tratamiento y al otro se le afiadié perdoxido de hidrogeno
a una concentracion final de 0.05 mM y se incub6 durante 1 hora a 30°C en agitacion

constante.

Una vez terminado el tratamiento, se realizdé una sincronia tanto del cultivo control como al
que se le aplico el tratamiento, para separar las tres poblaciones celulares de C. crescentus
con el protocolo descrito previamente. Se recuperaron las poblaciones en las tres etapas
distintas del ciclo celular de ambos cultivos y se resuspendieron en 10ml de medio fresco
M5GG altos fosfato previamente calentado a 30°C y se ajusté inmediatamente a una DOgso

de 0.05 y se afadié medio fresco de ser necesario.

Para analizar la sobrevivencia, se tomé una alicuota de cada cultivo y se realizaron
diluciones con valores de 102, 103, 104, 10-°y 10° como se describi6 previamente. En cajas
de medio sdlido PYE se colocaron gotas de 10 ul de cada dilucion. Se incubaron durante
36 horas a 30°C y se observaron las UFC en las distintas concentraciones de peréxido de
hidrégeno. Para analizar la tasa de crecimiento los cultivos con la DO de 0.05 continuaron
incubandose a 30°C en agitacion constante, cada dos horas se tomé una alicuota de cada
cultivo y se midi6 el cambio en su DO, durante un periodo de 10 horas. El efecto del perdxido

de hidrégeno en la tasa de crecimiento se analizé con los datos de las densidades épticas.

Deteccién de proteinas carboniladas en células de C. crescentus con distinta edad

generacional por Western-blot

Para determinar si existen diferencias en la cantidad de proteinas carboniladas en células
progenitoras (prostecadas) y en células hijas de C. crescentus, se sincronizaron los cultivos
y se tomaron alicuotas de los diferentes tipos celulares. Se utilizd medio liquido M5GG altos
fosfatos a 30°C en agitacion constante. Los ensayos se realizaron con cepa silvestre
CB15N de C. crescentus.
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Se trabajo con los cultivos a una DOgsy de 0.3. Una vez recuperadas las células

sincronizadas, inmediatamente se congelaron a -70°C. Al dia siguiente se realizaron

extractos de proteina totales y se detectaron las proteinas carboniladas mediante el Kit de

oxidacion de OxyBlot™ (Millipore™) descrito anteriormente. Las distintas variantes que se

realizaron fueron las siguientes:

A)

B)

CELULAS PROGENITORAS CON UNA DIVISION CELULAR. Se sincronizé un
cultivo de 100 ml. Se recuperaron Unicamente las células con flagelo (células recién
nacidas swarmers, sin ninguna division celular). Estas células se reinocularon en
medio fresco precalentado a 30°C, a una densidad ¢ptica aproximada de 0.3. Se
incubaron aproximadamente 90 minutos a 30°C en agitaciéon constante. Se
observaron alicuotas al microscopio. Al observar que la mayoria de las células se

dividieron, se coloco el cultivo en hielo.

Se realiz6 una sincronia y se recuperaron en tubos de microcentrifuga distintos las
células swarmer vy las células progenitoras (prostecadas y divisionales), las cuales
presentaban una edad reproductiva de una divisién celular o una generacion. Se
centrifugd y se retird todo el sobrenadante. Los tubos con el paquete celular se
colocaron en hielo seco y se congelaron a -70°C durante la noche. Al dia siguiente
se realizaron los extractos de proteina total y se detectaron las proteinas
carboniladas con el Kit de oxidacion de OxyBlot™ (Millipore™), como se describi

anteriormente. En este apartado se tuvieron un total de dos muestras celulares.

CELULAS PROGENITORAS CON DOS DIVISIONES CELULARES. Se utilizé un
cultivo inicial de 500 ml para realizar una sincronia y se recuperaron las células
swarmer, que se reinocularon en 100 ml de medio fresco pre calentado y se
incubaron 90 minutos aproximadamente a 30°C en agitacion constante. Se
observaron alicuotas al microscopio y cuando se vio que la mayoria de las células
se dividieron, se colocd el cultivo en hielo. Se realizé una nueva sincronia a este

cultivo. Las células swarmer obtenidas de esta sincronia se almacenaron a -70°C.

Las células prostecadas se reinocularon en medio fresco a una DOeso aproximada
de 0.3 y se incubaron aproximadamente 60 minutos. Cuando se observé que la
mayoria de las células se dividieron, se colocé el cultivo en hielo. Se realizé

inmediatamente una sincronia a este cultivo recuperando las dos poblaciones
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celulares. Las células motiles se almacenaron a -70°C. Las células prostecadas
presentaron en este punto una edad reproductiva de dos divisiones o dos
generaciones, se almacenaron también a -70°C. En este apartado se tuvieron un

total de tres muestras celulares.

CELULAS PROGENITORAS CON UNA Y CON DOS DIVISIONES CELULARES. A
un cultivo de 500 ml se le realizé una sincronia. Se recuperaron las células motiles,
las cuales se re inocularon en 100 ml de medio fresco precalentado y se incubaron
90 minutos aproximadamente a 30°C en agitacién constante. Se observaron
alicuotas al microscopio y cuando se observd que la mayoria de las células se
dividieron, se coloco el cultivo en hielo. Se realizé una sincronia a este cultivo. Las

células motiles obtenidas de esta sincronia se almacenaron a -70°C.

Las células prostecadas que en este momento presentaban una edad reproductiva
de 1 division celular se separaron en dos alicuotas equivalentes. Una alicuota se
centrifugd, se retird todo el sobrenadante y se almacené a -70°C. La segunda
alicuota de células prostecadas se reinocularon en medio fresco a una DOeso
aproximada de 0.3 y se incubaron por 60 minutos. Se le realizé una sincronia a este
cultivo recuperando las dos poblaciones celulares. Las células motiles se
almacenaron a -70°C. Las células prostecadas se almacenaron de igual manera a -
70°C.

En este punto, estas células habian dado origen a dos generaciones de células
hijas, por lo que presentaron una edad reproductiva de dos divisiones. En este

apartado se tuvieron un total de cuatro muestras celulares.

CELULAS PROGENITORAS CON UNA Y CON MAS DE UNA DIVISIONES
CELULARES. Se utilizd un cultivo de 240 ml al que se le realizé un tratamiento con
peroxido de hidrogeno durante 1 hora a una concentracion de 0.05mM.
Posteriormente se realizd una sincronia para separar las tres distintas poblaciones
celulares. Las células divisionales se desecharon. Se recuperaron las células
predivisionales y se congelaron a -70°C. En este caso, como no se realiz6 una
sincronia previa al tratamiento, la poblacién de células predivisionales estaba

compuesta por células de distintas edades, la mitad de la poblacion debe tener una
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E)

division celular de edad, un cuarto dos divisiones celulares, un octavo de la

poblacion tres divisiones celulares y asi sucesivamente.

También se recuperaron las células swarmer, las cuales se separaron en dos
alicuotas equivalentes. Una alicuota se centrifugd, se retir6 todo el sobrenadante y
se almacenaron las células a -70°C. La segunda alicuota de células swarmer se
reinoculé en medio fresco a una DOegso aproximada de 0.3 y se incubaron por 90
minutos. Se le realizé una sincronia para separar tres poblaciones celulares. Se
almacenaron las células swarmery las células prostecadas o progenitoras a -70°C

por separado.

Las células prostecadas presentaban en este momento una edad reproductiva de 1
division celular. Las células en estado divisional se desecharon. En este apartado

se obtuvieron un total de cuatro muestras celulares.

SEGREGACION DE PROTEINAS CARBONILADAS PRODUCIDAS POR
EXPOSICION A PEROXIDO DE HIDROGENO. Un cultivo de 500 ml fue tratado con
peroxido de hidrogeno 0.05 mM durante 1 hora y sincronizado inmediatamente
después para separar tres poblaciones celulares con el protocolo descrito.

Los tres tipos celulares se inocularon en matraces distintos con 100 ml de medio
fresco precalentado a 30°C a una DOeso aproximada de 0.3, a 30°C en agitacién
constante. Se siguié el progreso del ciclo celular de las distintas poblaciones y
cuando la mayoria de las células se dividieron (140 minutos para las células matiles,
110 minutos para las predivisionales, y 90 minutos para las divisionales) se paso el
cultivo a 4°C. Se realizdé una sincronia para separar las tres poblaciones celulares
de cada matraz una vez que se colocaba en el hielo. De esta sincronia se
recuperaron las nuevas células swarmer y las nuevas células predivisionales de
cada cultivo, las células divisionales se desecharon en cada caso. Las células
recuperadas se almacenaron a -70°C.

En este apartado se tuvieron un total de seis muestras y las proteinas carboniladas
se detectaron con el Kit OxyBlot™ (Millipore™). Se realizdé un gel de electroforesis
por duplicado. Un gel se utilizd para realizar la deteccidén de proteinas carboniladas
y al segundo gel se le tiid con azul de Coomassie para corroborar que la cantidad

de proteina cargada en cada carril era la misma en cada muestra. Esto se utilizd
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como control adicional a la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

requerido en el procedimiento descrito anteriormente.

Estandarizacién de un protocolo para la deteccion in-situ de proteinas carboniladas

en C. crescentus

El protocolo para la deteccion in-situ de proteinas carboniladas en C. crescentus se adapto
a partir de la técnica de fluorescencia por hibridacion in situ (FISH) en C. crescentus
(Montero Llopis et al., 2010) y una técnica de inmunofluorescencia para proteinas

carboniladas en Saccharomyces cerevisiae (Aguilaniu et al., 2003).

Fijacion de células. Para fijar las células, se utilizaron 3 ml de cultivo a una DOsgo de 0.3
de CB15N en medio M5GG altos fosfatos por cada protocolo a seguir. Se concentraron los
3 ml en un tubo de microcentrifuga y se dio un lavado con sales M2 1x, se centrifugd y se
descartd el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 100 ul de sales M2 1x. Se
fijaron las células con una solucion fresca de formaldehido (formaldehido 30%: 0.3g de
paraformaldehido + 800 ul de H2O + 2.5 yl NaOH 1M + 33 pl NaPO4 1M pH 7.3) a una
concentracion final de 4% afadiendo 13.5 ul de formaldehido al 30%. Se incubé durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se dieron 3 lavados con sales M2 1x. Las células ya
fijadas se resuspendieron en 100 ul de sales M2 1x. Se colocaron las células en hielo o se

almacenaron a 4°C.

Se agregaron 32 pl de lisozima (10mg/ml) a 100 ul de células en suspension y se incubd
10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd 1-2 minutos a 6000 rpm y se desechd el
sobrenadante. Se resuspendié en 10 ul de sales M2 1x. A partir de este punto se continud

inmediatamente con alguno de los protocolos siguientes:

TRATAMIENTO CON METANOL Y ACETONA. Se afnadieron 500 pl de metanol frio (-
20°C), se resuspendieron células con micropipeta suavemente y se colocé 10 minutos a -
20°C. Se centrifugd 1 minuto en frio a 9000 rpm y se retird el metanol con micropipeta
evitando perder células. Se anadieron 500 pl de acetona fria (-20°C) y se colocé 30
segundos a -20°C. Se centrifugé en frio 1 minuto a 9000 rpm y se retiré el sobrenadante
con micropipeta rapidamente evitando perder células. Se resuspendio en 10 pl de sales M2

1x.
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Protocolo en portaobjetos con poli-lI-lisina

Una muestra de células fijadas se traté con metanol y acetona y otra se utiliz6 como control
sin el tratamiento de metanol acetona o lisozima. Ambas muestras se trataron como se

describe a continuacion.

Se centrifugé en frio 1 minuto a 9000 rpm y se retird el sobrenadante con micropipeta
rapidamente, evitando perder células. Se resuspendié en 10 ul de sales M2 1x. Se tomaron
4 ul de las células y se traspasaron a un tubo de microcentrifuga nuevo, se anadieron 6 ul
de H2O y 10 pl de la solucién derivatizadora con DNPH del Kit OxyBlot™ (Millipore™). Se
mezcld por pipeteo suave y se incubd 20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron
7.5 pl de la solucion neutralizadora del Kit OxyBlot™ (Millipore™) y se mezclé con

micropipeta.

Posteriormente se centrifugd 1 minuto a 13000 rpm y se desechd el sobrenadante con
ayuda de una micropipeta. Las células se resuspendieron en 10 ul de sales M2 1x. Se
coloco una alicuota en un portaobjetos con poli-L-lisina y se incubd durante 15 minutos en
una caja humeda. Transcurrido el tiempo de incubacion se retird el liquido del portaobjetos
con una micropipeta y se agregaron gotas de buffer de bloqueo (leche sin grasa al 1%
disuelta en TBS-Tween). Se incubd 30 minutos en la caja humeda. Finalmente se realizd

un lavado con TBS-T.

El portaobjetos se incubd 1 hora con el anticuerpo primario (conejo anti-DNP diluido 1:150,
OxyBlot, Millipore™) en la caja himeda. Después se realizaron 4 lavados de 10 minutos
con TBS-Tween. Al terminar se prosiguié a incubar el portaobjetos con el anticuerpo
secundario unido a un fluoréforo (cabra anti-conejo IgG (Alexa Fluor 488), Invitrogen ™)
diluido 1:200) durante 1 hora en la caja humeda, terminada la incubacion se realizaron 4
lavados con TBS-Tween. Se colocd un cubreobjetos y se sellé6 con esmalte. Se observo al
microscopio y se tomaron micrografias para evaluar la presencia de fluorescencia utilizando

un microscopio con epifluorescencia.
Protocolo de células en suspension

A) DERIVATIZACION. De las células fijadas y tratadas con lisozima se tomaron 5 pl y se
traspasaron a un tubo de microcentrifuga nuevo para realizar la reaccion de derivatizacion.
En otro tubo nuevo se colocaron otros 5 pl de células para utilizarlas como control de la
reaccion de derivatizacion. Al primer tubo se le afiadieron 5 pl de H2O y 10 ul de la solucion

derivatizadora con DNPH del Kit OxyBlot™ (Millipore™). Al tubo control se le afiadieron 5
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ul de H2O y 10 pl de la solucion Control del Kit OxyBlot™ (Millipore™). Se mezclé por pipeteo
suave, ambos tubos se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente. A partir de este punto
se traté por igual a cada tubo. Se afadieron 7.5 pl de la solucién neutralizadora Kit
OxyBlot™ (Millipore™) y se mezcldé con micropipeta. Se centrifugd 1 minuto a 13000 rpm y
se desechd el sobrenadante con ayuda de una micropipeta. Las células se resuspendieron

en 10 ul de sales M2 1x y se les traté con metanol y acetona.

C) INMUNOFLUORESCENCIA. Se centrifugd 1 minuto y se retiré el sobrenadante con
micropipeta. Posteriormente se afiadieron 50 pl de la solucién del anticuerpo primario
(conejo anti-DNP diluido 1:150, OxyBlot, Millipore™) y se incub6 1 hora a temperatura
ambiente. Después se realizaron 4 lavados incubando 10 minutos con TBS-Tween en cada
uno, con cuidado de no perder células en cada centrifugacion. Al terminar, se
resuspendieron las células en 50 ul de la solucion con el anticuerpo secundario (cabra anti-
conejo IgG (Alexa Fluor 488), Invitrogen ™) diluido 1:200) y se incubo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Terminada la incubacion se realizaron otros 4 lavados con TBS-
Tween. Al final se resuspendieron las células en 10 yl de TBS-Tween. En camas de agarosa
en portaobjetos (sales M2 1x + agarosa al 1.5% final) se colocaron alicuotas de las células.
Se coloco un cubreobjetos y se observé al microscopio con el objetivo de 100x. Se tomaron
micrografias de campo claro y de fluorescencia para evaluar la presencia de proteinas
marcadas.

Para determinar si el protocolo de células en suspension emite una sefial fuerte y especifica,

se probo alterar el orden de los pasos de este protocolo como se indica en la tabla 4.

PROTOCOLO DE CELULAS EN SUSPENSION

Variante 1 Variante 2 Variante 3
1. Derivatizaciéon y muestra 1. Tratamiento con metanol y 1. Tratamiento con metanol y
Control de derivatizacion acetona acetona
2. Tratamiento con metanoly 2. Derivatizacion y muestra Control
acetona de derivatizacion )
3. Inmunofluorescencia 3. Inmunofluorescencia 2. Inmunofluorescencia

Tabla 4. Estandarizacién del protocolo para deteccién in-situ de proteinas carboniladas en
células en suspension. Esto se realizé con células CB15N fijadas y tratadas con lisozima
como se describié anteriormente.
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Andlisis in-situ de proteinas carboniladas en células de C. crescentus

Para analizar la cantidad de proteinas carboniladas in situ en células de la cepa CB15N, se
realizd el protocolo para la deteccion in situ de proteinas carboniladas de células en
suspension descrito anteriormente (variante 1 que se observa en la tabla 4). De las
micrografias tomadas se escogieron al azar 102 células en fase divisional. Con ayuda del
software Imaged, se midi6 la fluorescencia tanto del compartimiento del polo prostecado
como del compartimiento del polo con flagelo de cada célula, delimitando manualmente el
perimetro de cada compartimiento celular. La medida arrojada por el software fue la suma
de los valores de fluorescencia de todos los pixeles de la seleccion dividida entre el nUmero

total de pixeles seleccionados.

Para identificar el compartimiento prostecado se utilizé un criterio referente al tamafio, en
el que el compartimiento mas grande se determiné como el prostecado y el mas pequefio
como el compartimiento correspondiente a la parte con flagelo de la célula. Se compararon
estos datos dividiendo el valor arrojado para el compartimiento del flagelo entre el valor de
fluorescencia del compartimiento prostecado de cada célula para analizar en qué

compartimiento celular se encuentra una mayor concentracion de proteinas carboniladas.

Para evaluar la posible presencia de una segregacion diferencial de proteinas carboniladas
durante la division celular, se utilizé la cepa JA1 (CB15N:: DivimCherry) de C. crescentus
obtenida en este trabajo. Se utilizé un cultivo de la cepa JA1 de 50 ml con una DOggo de 0.3
en medio M5GG altos fosfatos. Se dio un tratamiento con peroxido de hidrogeno 0.05 mM
durante 1 hora. Posteriormente se realizé una sincronia y se recuperaron en medio fresco
unicamente las células motiles y se ajustaron a una DOgso de 0.3. Se tomé una alicuota de
3 ml cada 30 minutos durante 2 horas e inmediatamente después de tomar cada alicuota

se fijaron las células con formaldehido como se describi6 anteriormente.

Una vez que todas las alicuotas se fijaron, se prosiguio a darles el tratamiento con lisozima
y se les realiz6 el protocolo para la deteccion in-situ de proteinas carboniladas de células
en suspension descrito anteriormente (variante 1). Se tomaron micrografias de contraste
de fase y de fluorescencia para detectar las proteinas carboniladas y la proteina
fluorescente fusionada a DivJ. Las micrografias de las células divisionales (alicuota de 120

minutos) se analizaron con el soffware MatLab. Se tomaron en cuenta 118 células

44



divisionales. La superficie de las células fue reconocida por un algoritmo del software y a
cada célula se le asigné una polaridad ayudandose de la proteina DivJ::mCherry reclutada
al polo prostecado. Se cuantificé la senal de las proteinas carboniladas a lo largo de la
célula comenzando desde el polo prostecado hasta el polo con flagelo. La fluorescencia fue

normalizada al area de la seleccion por el mismo software.

Construccion de la cepa JA1 (CB15N Divj::Mcherry) como marcador de polaridad

celular

Para construir una cepa con un marcador de polaridad, se realiz6é una fusion de la proteina
fluorescente mCherry al extremo carboxilo terminal de la proteina DivJ bajo el control de su
promotor nativo, ya que esta proteina se recluta al polo prostecado antes de la divisidn

celular. Para ello se utilizaron los oligonucleétidos siguientes:
Divd F1 Hindlll CAAAAGCTTCGAGGCGGTTCAGGCGGCGATGC
Divd R1 Sacl CAAGAGCTCGGCGCGGCGCAAAGGCGATGACG

Con estos oligonucleétidos se amplificd un fragmento de 571pb del extremo 3’ terminal del
gen que codifica para Divd mediante PCR. Se corridé un gel de agarosa para verificar que el
fragmento coincidia con el tamafo esperado y se purificd este fragmento de DNA a partir
del gel de agarosa con el kit QIAquick gel extraction. Posteriormente, este fragmento de
DNA se digiri6 con las enzimas de restriccion Hindlll y Sacl (50ng de DNA, 0.7 pl de Hindlll,
0.7 ul de Sacl, 2 ul de buffer 2 BioRad, 11 ul de H20; por 2 horas a 37°C e inactivacion de
10 minutos a 75°C).

De igual manera, se digirié el plasmido pCHYC-4 (Thanbichler, Iniesta, & Shapiro, 2007)
con las mismas enzimas de restriccion (200ng de plasmido, 0.7 ul de Hindlll, 0.7 pl de Sacl,
2 ul de buffer 2 BioRad, 16 pl de H2O; por 2 horas a 37°C e inactivacion de 10 minutos a
75°C). Este plasmido se replica en E. coli pero en C. crescentus se integra al cromosoma
mediante la regién de id clonada, permitiendo la fusién del gen de interés con el gen
codificante para la proteina fluorescente m-Cherry y permite la selecciéon de colonias

mediante resistencia a gentamicina.
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El fragmento y el plasmido fueron ligados para dar origen a la construccién pDivJ-CHYC-4
(7 pl de DNA amplificado y digerido, 1 pl de plasmido digerido, 1.5 yl de ATP, 0.8 pl de
enzima T4 DNA ligasa; por 3 horas a temperatura ambiente e inactivacion de 10 minutos a
75°C). Esta construccion se introdujo en células competentes de E. coli TOP10 mediante
electroporacion. Para determinar cual de las transformantes contenia la construccion
esperada, se realizaron parches en cajas con medio solido selectivo de las colonias que

crecieron y a su vez se colocaron cultivos en medio liquido de estas colonias.

De los cultivos se purificaron los plasmidos mediante el método de minipreparaciones
hervidas y se digirieron con las enzimas de restricciéon Hindlll y Sacl. Para confirmar la
presencia del inserto de interés en el plasmido, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Finalmente se selecciond la colonia que contenia el fragmento de DNA del

tamano esperado. Esta cepa (E. coli TOP10 pDivJ-CHYC-4) se almacend a -70°C.

De esta cepa se purifico el plasmido pDivd-CHYC-4 mediante el protocolo del Kit QlAprep
Spin Miniprep, QIAGEN. Este plasmido se electroporé en la cepa CB15N. De las colonias
resultantes se realizaron parches en cajas de medio solido selectivo y se observaron
cultivos de estas colonias con microscopia de fluorescencia para determinar si la
transformaciéon fue exitosa. La colonia positiva dio origen a la cepa JAT1
(CB15N::DivdmCherry) y se almacené a -70°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para amplificar fragmentos de DNA del gen
divJ, se llevd a cabo la reaccion con 16ul de H20, 25ul de buffer 2x, 5yl de dNTPs 2mM,
1.5 ul de cada oligonucledtido,1 pul de DNA cromosomal CB15N 100ng/ul, 0.3 pl de DNA
Pol PRIME STAR (Takara). En el termociclador se utilizé el siguiente programa: 95°C por 2
min, 30 ciclos consistentes de desnaturalizacién (95°C por 30s), pegado (58°C por 15s) y

extension (72°C por 60s); y una extension final (72°C por 10min).

Purificacién de DNA a partir de geles de agarosa (Qiaquick Gel Extraction Kit). Para
purificar los fragmentos amplificados en el PCR, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1%/TAE para separar los fragmentos deseados de DNA de las muestras. El gel
se tind con bromuro de etidio y con ayuda de una lampara de luz UV de longitud de onda
larga se cortaron las bandas deseadas de DNA, estas se recolectaron en un tubo de
microcentrifuga nuevo. Se afadieron 500 pl del Buffer de captura y se incubé a 60°C
durante 15 minutos, mezclando por inversion. Se prosiguié de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.
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Se cuantificé la concentracion de DNA por absorbancia y se realizé una electroforesis en
gel de una alicuota para comprobar el tamano del fragmento de DNA recuperado. El tubo

de microcentrifuga con la muestra se almacen¢ a -20°C.

Purificacién de plasmidos (Kit QlAprep Spin Miniprep, QIAGEN). Se utilizé un cultivo
en fase estacionaria (overnight) de 10ml, se centrifugé 5 minutos a 4000 rpm, se decantd
el sobrenadante. Al paquete celular se le anadieron 750 ul de buffer P1 y 30 yl de RNAsa
10mg/ml, se mezclo en vortex y se distribuyd uniformemente a tres tubos de microcentrifuga
de 1.5ml (260 pl cada uno). A partir de este punto se prosiguid de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

ElI DNA obtenido se cuantificé por absorbancia y se almacené a -20°C. Con una alicuota de
2 pL se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar el fragmento

purificado.

Purificacién de plasmidos con mini preparaciones hervidas. De un cultivo en fase
estacionaria (overnight) de 3ml en medio selectivo se decanté la mitad a un tubo de
microcentrifuga de 1.5ml. Se centrifugd 1 minuto a 13000 rpm, se decanté el sobrenadante.
Se anadieron 300 pl de solucion STET (8% de sacarosa, 50mM de EDTA pH 8, tritén al 5%,
50mM de Tris-HCI pH 8) y 30 pl de lisozima 10mg/ml (se puede agregar 3-5 yl de RNAsa).
Se agitd en vortex. Los tubos se colocaron en agua hirviendo durante 50 segundos,

posteriormente se centrifugaron 15 minutos a 13000 rpm.

El sobrenadante se decant6 a un tubo de microcentrifuga nuevo, a este se le agregaron
300 ul de isopropanol y se mezcld con ayuda del vortex. Se incubaron 10 minutos en hielo.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugd 20 minutos a 14000 rpm en frio
(4°C). Se desecho el sobrenadante. El paquete se lavd con 500 ul de etanol al 70% frio,

invirtiendo el tubo una vez, se decanté el etanol. Se incubaron los tubos abiertos a 70°C por
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10 minutos. Por ultimo, se agregaron 35 ul de H>O para resuspender el paquete. Con una

alicuota de 5 pl se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Transformacion bacteriana (electroporacién). Este procedimiento se realizd en
condiciones de esterilidad. Se enfrié una celda de electroporacion de 0.1cm con ayuda de
hielo. A un tubo con células competentes de C. crescentus se le afiadieron 500ng del DNA
de interés (plasmido) o 1ul de la reaccion de ligasa para transformar células de E. coli, se
resuspendié con ayuda de una micropipeta e inmediatamente se traspasaron todas las

células a la celda, a ésta se le dio un pulso de 1.6 mV.

Inmediatamente se afadié a la celda 1mL de medio liquido (LB para E. coli; PYE para C.
crescentus) y se resuspendid con micropipeta. Se traspasé todo a un tubo de
microcentrifuga nuevo estéril y se incubd durante 1 hora en agitacion (37°C para E. coli
30°C para C. crescentus). Se centrifugé para eliminar exceso de medio y se plated en una

caja con medio sdlido selectivo.

Criopreservaciéon de cepas bacterianas. Para la criopreservacion de cepas bacterianas
se utilizé DMSO (Dimetil sulfoxido, Sigma-Aldrich™). En condiciones estériles, a un vial de
1.5ml se le afiadieron 900ul de cultivo en fase estacionaria de la cepa de interés, 100ul de
DMSO, se mezcld por inversion y se colocé en hielo seco rapidamente. Se almacend a -
70°C.
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Resultados

Actualizacion de técnica de sincronizacion de cultivos de C. crescentus para la
separacion de tres poblaciones celulares distintas

La técnica normalmente usada para la sincronizacion de células de C. crescentus solo
permite separar la poblacién de células swarmer, mientras que las poblaciones de células
prostecadas (que incluyen a células predivisionales y divisionales) se encuentran en la

misma banda y no son separadas.

Para permitir la sincronia de células mas alla de unos ciclos celulares y para mejorar la
pureza de las poblaciones obtenidas, se modificé el protocolo de sincronizacion. La mejoria
consistié en ajustar la densidad del medio de centrifugacion para permitir la separaciéon de

las células predivisionales de las divisionales.

Se realizé una sincronia para separar tres poblaciones celulares de C. crescentus con el
protocolo descrito en este trabajo con la cepa S1 de CB15N y se tomaron micrografias de
cada poblacion celular obtenida por este procedimiento (figura 12). Para determinar la fase
del ciclo celular de las células de cada una de las poblaciones separadas por este protocolo,

se utilizé una cepa que expresa la proteina MipZ fusionada a la proteina fluorescente venus.

Si los focos de fluorescencia de MipZ son unicamente polares y las células no tienen
prostecas, las células son flageladas (células motiles, figura 12 C y F), si las células tienen
dos focos polares de fluorescencia, las células han segregado los origenes de replicacion
del cromosoma y se encuentran en el estado predivisional (figura 12 B y E), finalmente si
las células tienen dos focos de fluorescencia polares pero presentan ya una invaginacion
(surco de division bien definido), las fracciones celulares encontradas corresponden al
estadio divisional (figura 12 A y D). Asi, este protocolo es efectivo al separar tres

poblaciones celulares sincronizadas en una fase especifica del ciclo celular.
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Fraccion Fraccion Fraccién
células divisionales células predivisionales células con flagelo

Fluorescencia
MipZ::YFP

Figura 12. Tres poblaciones celulares de C. crescentus (cepa S1) separadas por el método de
sincronia adaptado en este trabajo por medio de centrifugacién por gradiente de densidad con
Ludox. A-C corresponden a una fotomicrografia de contraste de fases, D-F corresponden a
fotomicrografias de del mismo campo con fluorescencia en la proteina MipZ cercana al origen de
replicacién del cromosoma. Cada foco de fluorescencia corresponde a un cromosoma en la célula,
esto ayuda a identificar en qué etapa del ciclo celular se encuentra cada poblacién celular
recuperada. A, D) corresponde a la fraccién recuperada de células divisionales. B, E) fraccién
recuperada de células predivisionales. C, F) fraccién de células swarmer o con flagelo
(correspondiente a células recién nacidas).

Control de deteccidn de proteinas carboniladas en C. crescentus

Seleccion de un tratamiento oxidante que aumente la concentracion de proteinas
carboniladas.

Para determinar si era factible determinar la presencia de proteinas oxidadas en C.
crescentus y diferenciar diferentes niveles de éstas, se sometieron cultivos de C. crescentus
a tres ambientes oxidantes: perdxido de hidrégeno a una concentracion final de 0.4 y 0.1mM
durante 30 minutos y privacién de glucosa durante 4 horas. Como control negativo un cultivo

no fue sometido a ningun ambiente oxidante.

Los resultados indican que la privacion de glucosa y el peroxido de hidrégeno mostraron un
mayor incremento en la concentracion de proteinas carboniladas en comparacion con el

control. En células que no se sometieron a algun estrés oxidante se observod la presencia
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de proteinas carboniladas en menor cantidad, lo cual sugiere la presencia natural de

proteinas carboniladas en la célula de la bacteria (figura 13).

En los carriles correspondientes al control de la reaccidén de derivatizacién no se observa
ninguna sefal, por lo que la sefial es especifica a proteinas carboniladas. En todos los

carriles se cargaron 16 ug de proteina total.

Figura 13. Western-blot de proteinas carboniladas en células con estrés oxidante. El control
mostrado en el primer carril de izquierda a derecha muestra la presencia de proteinas
carboniladas presentes en la célula en condiciones 6ptimas de cultivo. Las células
sometidas a los tratamientos oxidantes se observan con una mayor cantidad de proteinas
carboniladas. En los carriles de extrema derecha se observan los controles para la reaccion
de derivatizacién, en la cual se sustituyé la DNPH por la solucién de control negativo a la
reaccion de derivatizacidén del Kit. EI no observar ninguna banda en estos carriles indica
que la reaccion es especifica, al igual que los anticuerpos para la deteccién del compuesto
formado.

Determinacion de la concentracion éptima de peroxido de hidrégeno como factor de
estrés oxidante para la deteccién de proteinas carboniladas

Presencia de proteinas carboniladas, sobrevivencia celular y tasa de crecimiento
con distintas concentraciones de peroxido de hidrégeno

Una vez establecido que el tratamiento con peroxido de hidrogeno permite inducir la
carbonilacion de proteinas en células de C. crescentus, se decidié establecer condiciones
que permitieran la utilizacion de este estrés para el estudio de la segregacion de proteinas
carboniladas. Para esto se procedid a determinar la concentracion de perdxido de
hidrogeno que causara la menor muerte celular posible, pero que incrementara la

concentracién de proteinas carboniladas en la célula. Determinando la viabilidad celular
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después del tratamiento con distintas concentraciones de H»O; se encontré que a
concentraciones mayores a 0.1mM de H20: existe un porcentaje muy alto de muerte celular
en los cultivos de C. crescentus, teniendo como maximo 1.6 x 10° UFC/ml de cultivo (tabla
5).

A una concentracion de 0.05mM la muerte celular es minima en comparacion con
concentraciones mas altas de H.O,, ya que las unidades formadoras de colonia (UFC) son
casi equivalentes a las formadas en ausencia de perdxido de hidrogeno (figura 13 A, B). La
variacion en cuanto al nimero de células es minima de 2.3 x 107 UFC/mI de cultivo con

0.05mM de H202 a un 3.6 x 10 UFC/ml en un cultivo sin estrés oxidante (tabla 5).

UFC/mI en perdxido de hidrégeno
0.5 mM 0.2 mM 0.1 mM 0.05 mM 0 mM
1.2x10° UFC/ml 1.6x10° UFC/ml 2x10° UFC/ml 2.3x10° UFC/ml 3.6x10’ UFC/ml

Tabla 5. Sobrevivencia de C. crescentus a distintas concentraciones de peréxido de
hidrégeno. Las UFC indicaron que a una concentracion de 0.05mM la muerte celular es casi
nula, ya que las colonias formadas por células no sometidas a algun estrés oxidante son
parecidas a las de esta concentracion.

Al evaluar la concentracion de proteinas carboniladas en muestras sometidas a un estrés
oxidante de 0.1 y 0.05 mM de H.O, mediante Western-blot, se observé que en ambos casos
existe un aumento en la cantidad de proteinas carboniladas en comparacion con células sin

estrés oxidante (figura 14 C).

Se determind que la concentracion éptima de H2O» es de 0.05mM, ya que no existe muerte
celular significativa y la sefal de proteinas carboniladas detectadas mediante Western-blot

€s mayor en comparacién con células sin tratamiento.
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Figura 14. Sobrevivencia y crecimiento de un cultivo de C. crescentus sometido a un estrés
con peroxido de hidrégeno. A, B) Cajas de sobrevivencia de CB15N, cada columna
representa las diluciones de un cultivo tratado con peréxido de hidrégeno a la concentracion
sefialada, y se compara su crecimiento con la columna control de cada caja. A
concentraciones de 4 y 1 mM de H20O, la mortalidad es del 100%; a concentraciones de 0.2
y 0.1 mM de H;0O: la sobrevivencia de la bacteria es de un orden de magnitud menor que
sin tratamiento oxidativo. A una concentracion de 0.05 mM no existen diferencias
significativas en cuanto a sobrevivencia comparando con bacterias sin estrés oxidante. C)
Western blot representativo de la presencia de proteinas danadas por carbonilacién a
distintas concentraciones de H.O-. D) Curva de crecimiento de cultivos de CB15N. La linea
azul representa un cultivo sin estrés oxidante. La linea roja representa un cultivo con un
tratamiento de H.O2de 1 hora dado cuando el cultivo se encontraba en fase de crecimiento
exponencial (recuadro punteado). El crecimiento se retrasa aproximadamente dos horas.
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Otro fendmeno del H-O» que se evalué en C. crescentus fue su efecto en la velocidad de
crecimiento después de someter a un cultivo a 1 hora de estrés oxidante con 0.05 mM de
H20- (figura 14 D). Se observo un retraso en el crecimiento de dos horas, sin embargo, el
cultivo se recupero y llegoé a fase estacionaria, indicando que el cultivo no se queda en un

estado de arresto de crecimiento debido al tratamiento oxidante.

Sobrevivencia celular y tasa de crecimiento en las tres poblaciones distintas de C.
crescentus con un tratamiento de estrés oxidativo

Para determinar si el retraso en el crecimiento mostrado en la figura 14D es causado por el
efecto del tratamiento oxidante sobre los distintos tipos celulares o si se debe a alguna
poblacion celular particular, se midio la tasa de crecimiento de las tres poblaciones celulares
distintas de C. crescentus. En las tres poblaciones tratadas con H2O; se observé un retraso
en el crecimiento en comparacion con las poblaciones control, como se observa en la figura
15.

Al comparar el tiempo de generacion de cada poblacién celular tratada con H>O> con su
equivalente sin el tratamiento oxidante, la poblacién que mostré una mayor diferencia fue
la poblacion de células divisionales, con un tiempo de generacion de 59 minutos comparado
con su igual sin estrés oxidante. Las células predivisionales mostraron un retraso de 37
minutos. Finalmente, las células swarmer o flageladas fueron las que mostraron un retraso
menor en el crecimiento posterior al estrés oxidante, con 26 minutos de diferencia con el

control (figura 15A).

A partir del punto de las 4 horas pos-tratamiento, el tiempo de generacién se normalizé en
las tres poblaciones sometidas al estrés oxidante, e incluso es similar al de las células

control (figura 15B y apéndice 1).
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Figura 15. Crecimiento en las tres poblaciones distintas de un cultivo de CB15N después
de un tratamiento con peréxido de hidrégeno a 0.05mM. A) tiempo de generacién celular
obtenido a partir de los datos de crecimiento. En las primeras 4 horas seguidas del estrés
oxidante las células aumentan el tiempo de generacién (barras punteadas) en
comparacion con células que no fueron sometidas al tratamiento (barras lisas). B) tiempo
de generacion celular en las horas posteriores a las primeras 4 después del estrés
oxidante (barras rayadas), el cual se observa normalizado en comparacién con células
control (barras lisas), sin mostrar diferencias significativas.

Debido a que los cultivos recuperan su tasa de crecimiento después de trascurridas 4 horas
del tratamiento oxidante, se determind si alguna etapa del ciclo celular de C. crescentus es
mas susceptible a morir a causa del mismo y descartar que este retraso en el crecimiento
es consecuencia de la muerte de un porcentaje de las células del cultivo. Se realizé una
sincronia para separar las tres poblaciones distintas de C. crescentus y a cada poblacion

celular se le evalud la capacidad para formar UFC (figura 16).
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Figura 16. Sobrevivencia de las tres poblaciones en distintas etapas del ciclo celular de
CB15N al tratamiento de H»O; durante 1 hora. En las tres poblaciones celulares (swarmer
o con flagelo, predivisionales o stalked, y divisionales) sometidas al tratamiento oxidante se
observé el mismo crecimiento que en células control.

Como se observa en la tabla 6, el numero de células no mostré diferencia significativa
ubicandose alrededor de 1.1 x 10° UFC/ml tanto de células tratadas con peroxido de
hidrégeno a 0.05 mM como de las células sin tratamiento oxidante de las tres poblaciones
distintas de C. crescentus. Asi, podemos decir que ninguna poblacidn celular es mas
susceptible que otra a morir por causa del tratamiento con peréxido de hidrégeno. Con
estos datos se muestra que el mayor retraso en la tasa de crecimiento de las células
divisionales no se debe a un incremento en la muerte celular, si no a un retraso en la

recuperacion del estrés oxidante.

UFC/ml H202 Sin tratamiento
swarmer  11x10° 14x10°
predivisional 10x10° 11x10°
divisional ~ 9x10° 13x10°

Tabla 6. Sobrevivencia de células tratadas con perdxido de hidrégeno y sin tratamiento,
medida a partir de las UFC. Los datos se obtuvieron de las cajas de sobrevivencia de la
figura 16. La diferencia es minima en cuanto al nimero de células que sobreviven al
tratamiento, independientemente de la etapa del ciclo celular en el que se da el estrés
oxidante.
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Por ende, el tratamiento oxidante de perdxido de hidrégeno es 6ptimo a una concentracion
de 0.05 mM durante 1 hora para analizar proteinas carboniladas en células de C.

crescentus, evitando sesgos por muerte celular.

Acumulacion diferencial de proteinas carboniladas en los distintos tipos celulares
de C. crescentus determinada por Western-blot

Para determinar si el proceso normal de envejecimiento celular podia conducir a la
acumulacion preferencial de proteinas carboniladas en las células progenitoras se llevaron
a cabo diferentes experimentos donde se compard por Western-blot la cantidad de

proteinas carboniladas en células con distintas edades.

Células progenitoras con una division celular

En un cultivo sincronizado se permitié que las células motiles se dividieran una vez y se
volvié a sincronizar, obteniendo como resultado una poblacion de células progenitoras
(predivisionales) y sus descendientes (motiles). En 16 ug de proteina total de cada muestra
se observd que existe una mayor concentracion de proteinas carboniladas en las células

progenitoras en comparacion con las células hijas o swarmer (figura 17 A).

Células progenitoras con dos divisiones celulares

A partir de un cultivo sincronizado se permitid que las células se dividieran dos veces
separando las células motiles (hijas) del cultivo después de cada divisién. En el Western-
blot se observé que las células progenitoras con dos generaciones de edad mostraron una
mayor cantidad de proteinas carboniladas en comparacion con las células hijas producto
de la primera division celular. Sin embargo, al comparar las células progenitoras con las
células hijas producto de la segunda divisidon celular, esta diferencia no es tan marcada
(figura 17 B).
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Comparacion entre células progenitoras con una y con dos divisiones celulares

A partir de un cultivo sincronizado se permitid que las células se dividieran dos veces,
separando las células predivisionales de las swarmer después de cada division. Se
almaceno una alicuota de cada poblacién. En la figura 17C se observé que la muestra con
la mayor concentracion de proteinas carboniladas corresponde a las células progenitoras
que presentaban dos divisiones celulares. Estas células contuvieron incluso mas proteinas
carboniladas que las células progenitoras con una divisién celular. Las muestras de ambas

células hijas o swarmers mostraron una menor presencia de proteinas carboniladas.

Células progenitoras de una division celular y células progenitoras con diversas divisiones
celulares

A partir de un cultivo exponencial (conteniendo células progenitoras con una o mas
divisiones celulares), se obtuvieron las células predividionales y motiles, se almacend una
alicuota de ambas y a las células motiles se les permitio dividirse, obteniendo una poblacion

de células progenitoras con 1 division celular y una de células hijas.

Se observé una mayor concentracion de proteinas carboniladas en las muestras de células
progenitoras en comparacion con las muestras de células hijas. En la figura 17D no se
observé una tendencia clara a presentar mas proteinas carboniladas en cultivos de células
prostecadas con diverso numero de divisiones celulares, comparandolo con las células

progenitoras, que sélo presentan una divisién de edad generacional.
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Figura 17. Western-blot representativo de proteinas carboniladas. A) proteinas carboniladas
presentes en células swarmer y células progenitoras. Los carriles de extrema derecha
representan el control a la reaccion de derivatizacion por DNPH del Kit. B) Células
progenitoras con dos divisiones celulares de edad generacional (carril izquierdo, las cuales
muestran una mayor concentracién de proteinas carboniladas en comparacion con las células
hijas swarmer a las que dieron origen (carriles de extrema derecha). C) células progenitoras
con una y con dos divisiones celulares y su respectiva progenie. D) Proteinas carboniladas
en células progenitoras con distintas edades generacionales. El carril de extrema izquierda
(Ov) muestra las proteinas carboniladas de una poblacién de células progenitoras con
distintas edades generacionales. Los datos fueron normalizados respecto a la abundancia
relativa de proteinas carboniladas en las células hijas (flageladas) producto de la ultima
divisién celular.

Determinacién mediante Western-blot del momento de segregacion de proteinas
carboniladas durante el ciclo celular

Los resultados anteriores sugieren que las proteinas carboniladas se acumulan en las
células progenitoras. Para determinar si hay un punto del ciclo celular donde se origina esta
distribucion, se sometio un cultivo a un estrés oxidante con peréxido de hidrogeno, después
del cual se obtuvieron las células predivisionales, divisionales y motiles, a las tres
poblaciones se les permitio dividirse y se obtuvieron de cada una las células predivisionales
y motiles. Como se esperaba, si el estrés oxidante se presenta en la ultima etapa del ciclo
celular correspondiente a las células divisionales, la segregacién de las proteinas
carboniladas es casi nula. Al dividirse, tanto la hija como la progenitora mostraron

aparentemente la misma cantidad de proteinas carboniladas (figura 18).

En el caso en de las células predivisionales, la segregacion de proteinas carboniladas fue
ligeramente evidente, ya que después de la divisién las células motiles mostraron una
menor cantidad de proteinas carboniladas que las células progenitoras (figura 18). Las
células motiles mostraron un patrén similar al de las células predivisionales, sin embargo la
segregacion diferencial no fue igual de evidente. Estos resultados sugieren que la
distribucion diferencial de proteinas carboniladas estd basada en una segregacion de las
proteinas dafiadas hacia la célula progenitora y que este proceso se da antes de las etapas

tardias de la division.
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Figura 18. Western-blot representativo de la segregacién diferencial de proteinas
carboniladas durante la division celular. Los carriles de extrema izquierda correspondientes
a la poblacién original de células divisionales que recibieron el estrés oxidante, muestran
que la concentracion de proteinas carboniladas es similar después de su division, tanto en
células progenitoras como en hijas. En las poblaciones correspondientes a las poblaciones
originales de células predivisionales y swarmer, una vez que éstas se dividieron, las células
progenitoras presentan una mayor concentracion de proteinas carboniladas. Esto puede
indicar que, si las proteinas danadas se acumulan en etapas tempranas o intermedias del
ciclo celular, el material dafnado puede ser segregado a la célula progenitora al momento
de la division celular. La grafica representa la cuantificacion del western-blot normalizado
respecto a la cantidad de proteinas tefiidas por azul de Comassie y a la abundancia relativa
de proteinas carboniladas en la célula flagelada producto de la ultima divisién celular.

Protocolo para la deteccidn in-situ de proteinas carboniladas en C. crescentus

Los resultados obtenidos mediante la separacién diferencial de poblaciones celulares y la
comparacion de la cantidad de proteinas carboniladas a nivel poblacional por Western-blot,
no permitieron obtener resultados suficientemente claros y facilmente reproducibles.
Adicionalmente, este tipo de analisis esta limitado por la capacidad de separar las células
en distintos estadios del ciclo celular. Para contender con estos inconvenientes, se decidid
montar un protocolo que permitiera determinar la distribucion de las proteinas carboniladas
a nivel celular, por medio de su identificaciéon microscopica mediante una técnica de

inmuno-fluorescencia.

En un primer acercamiento, las células fijadas se montaron en un portaobjetos con poli-L-
lisina (ver material y métodos), en la muestra tratada con metanol y acetona se observaron
granulos de fluorescencia a lo largo de toda la célula (figura 19, campo A). Sin embargo, en

distintos campos de la muestra en el portaobjetos no se observé fluorescencia, como se
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observa en la figura 19, campo B, por lo que la sefal de fluorescencia no es muy
consistente. En la muestra control en la que no se utilizé metanol, acetona, ni lisozima, no
se observo fluorescencia alguna a pesar de seguir el tratamiento de derivatizacion de las

proteinas para su inmunodeteccién, como se observa en la figura 19, control.

Figura 19. Deteccion in-situ de proteinas carboniladas mediante el protocolo en porta
objetos con poli-L-Lisina. Columna extrema izquierda: Campo A de la muestra de células
tratadas con este protocolo, se observa una senal de fluorescencia en las células
correspondiente a las proteinas carboniladas. Sin embargo, al comparar con la columna
central, la intensidad de la sefal de fluorescencia disminuye en otros campos a pesar de
tratarse de la misma muestra. Por lo que la sefal de fluorescencia no es constante en toda
la muestra. Columna de extrema derecha se trata del control del experimento con células a
las que no se les afadio lisozima, metanol, ni acetona y que fueron sometidas a la reaccion
de derivatizacion con DNPH. En esta muestra no se observa fluorescencia alguna,
indicando que es necesario el tratamiento con lisozima, metanol y acetona para poder
detectar las proteinas carboniladas in-situ.

Para mejorar la reproducibilidad, se siguié un protocolo de inmunodeteccién utilizando
células en suspension (material y métodos). Los controles realizados mostraron que la
reaccion de derivatizacion es necesaria para la deteccién de sefial, indicando que la
reaccion de derivatizacion para detectar las proteinas carboniladas es especifica, al igual

que los anticuerpos empleados, como se observa en la figura 20.
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En la variante 1 del protocolo de células en suspension se observé una fluorescencia
localizada y especifica en las células de C. crescentus (figura 20, columna extrema
izquierda), la cual se observo en todos los campos de la muestra en el microscopio. En la
variante 2 del protocolo en la que se realiz6 el tratamiento con metanol y acetona seguido
de la reaccién de derivatizacion, se observo una sefal débil, que adicionalmente se observo
en aproximadamente el 50% de los campos vistos en la muestra (figura 20, columna

central).

Figura 20. Deteccion in-situ de proteinas carboniladas mediante el protocolo de células en
suspension. A) Columna extrema izquierda: variante 1. Al realizar primero la reaccion de
derivatizacion y después utilizar un tratamiento con metanol y acetona en las células, se
obtiene una sefial fuerte y consistente de fluorescencia referente a las proteinas
carboniladas en células de C. crescentus. Esta variante del protocolo de células en
suspension es en la que se obtiene una mejor sefial y resulta optima para realizar
experimentos posteriores. B) Columna central, variante 2. Al utilizar metanol y acetona
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antes de realizar la reaccion de derivatizacion en las células, se obtiene una sefal de
fluorescencia débil, la cual no es consistente en todos los campos de la muestra, por lo que
esta variante no resulta 6ptima. C) Columna extrema derecha, variante 3, control. En estas
células se utilizo el tratamiento con metanol y acetona, y no se realizé la reaccion de
derivatizacion con DNPH ni con la solucién control del kit, sin embargo, si se aplicaron los
anticuerpos especificos para la identificacion de proteinas carboniladas. No se observé
fluorescencia alguna.

En lo que respecta a la variante 3 del protocolo de células en suspensioén, no se observo
fluorescencia en ningln campo. Esta tercera variante fue utilizada como control al no usar
ninguna de las soluciones del kit OxyBlot™ (Millipore™) y demostré que la sefal de la
reaccién obtenida en la variante 1 y 2 es especifica a los grupos carbonilados (figura 20
columna extrema derecha).

Andlisis in-situ de proteinas carboniladas en C. crescentus

Comparacién de concentracién de proteinas carboniladas en los compartimientos
celulares progenitor e hijo

Como un primer acercamiento para comparar la acumulacién de proteinas carboniladas, se
decidié tomar ventaja de la division asimétrica que presenta C. crescentus, la cual resulta
en un menor tamano del compartimento celular correspondiente a la futura célula motil en
la célula divisional (figura 21 B). Utilizando esta caracteristica, se determiné la fluorescencia
ajustada en ambos compartimentos celulares utilizando el programa ImagedJ, se observd
que a nivel poblacional existe una mayor cantidad de proteinas carboniladas en el

compartimiento progenitor de la célula divisional (figura 21 C).

Al comparar el compartimiento progenitor con el compartimiento de la futura célula hija de
la misma célula divisional, se observé que el 80% de las células analizadas mostraron una
mayor concentracion de proteinas carboniladas en su compartimiento progenitor (figura 21
A).
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Figura 21. Analisis de la fluorescencia in-situ de proteinas carboniladas en los
compartimientos celulares progenitor e hijo con el software Image J. A) En la gréfica de
dispersidon se muestra la relacion entre la sefal de fluorescencia de proteinas carboniladas
en el compartimiento de la célula hija y en el progenitor. Cada punto corresponde a una
célula en fase divisional, los ubicados debajo de la linea naranja corresponden a las células
donde existe una mayor concentracion de proteinas carboniladas en el compartimiento
progenitor. La gréafica de pastel muestra el porcentaje de las células que tiene una mayor
concentracién de proteinas carboniladas en el compartimiento progenitor, con el 79% de
las células analizadas. Mientras que el 21% de células muestra una mayor concentracion
de proteinas carboniladas en el compartimiento correspondiente a la célula hija. B) Imagen
de célula en fase divisional con los dos compartimientos celulares a los que se les midio la
fluorescencia para posteriormente realizar las graficas en A. C) El compartimiento de la
célula stalked o progenitora muestra una mayor cantidad de proteinas carboniladas que el
compartimiento de la célula hija o swarmer. Existe una diferencia significativa entre ambos
compartimientos celulares (prueba de t con la correccion de Welch, software GraphPad
Prism 6).

Construccion de la cepa JA1

Para poder determinar con mas precision y en estadios mas tempranos del ciclo celular la
identidad de los polos celulares (polo de la futura célula prostecada y polo de la futura célula
hija), se obtuvo una fusion de divJ con el gen de la proteina fluorescente mCherry (figura
22).

65



Figura 22. Representacion esquematica del plasmido pCHYC-4 utilizado para la fusion de
la proteina fluorescente mCherry a Divd. A) Plasmido pCHYC-4 (Thanbichler et al., 2007).
B) plasmido con un fragmento de la parte carboxilo terminal (571pb) de la proteina DivJ de
C. crescentus insertado en el sitio de clonacion con las enzimas de restriccion Hindlll y
Sacl, utilizado para crear la cepa JA1 con la proteina mCherry fusionada a DivJ y con una
expresion de la proteina bajo el promotor nativo. Abreviaciones: origen de transferencia
(oriT), terminador transcripcional T1T2 de E. coli (ter); Fragmento amplificaddo de DivJ de
C. crescentus (DivJ); proteina fluorescente (mCherry); origen de replicacion pMB1 (OriV); y
gen de resistencia a gentamicina (aminoglucésido adenililtransferasa, aaC1).

Para obtener esta fusion, el producto amplificado por PCR del extremo 3’ del gen de divJ

de 571pb se purificé, se digirié y se ligé con el plasmido pCHYC-4 digerido (figura 23).

Figura 23. Producto obtenido por PCR con los oligonucleétidos DivJF1Hindlll y DivJR1Sacl;
purificado con un tamafo de 571pb y una concentracién de 29.2 ng/uL. Se muestra también
el marcador de pares de bases AMHindlll y el plasmido pCHYC-4.

Las clonas se analizaron para verificar que llevaran el fragmento esperado (figura 24). Las
clonas 1-5 se cultivaron y el plasmido se purific6 mediante minipreparaciones hervidas. Se
selecciond la clona 1y se digirié con las enzimas Hindlll y Sacl correspondientes a los sitios
de unién del fragmento de divJ con el plasmido pCHYC-4. El plasmido pDivJCHYC-4 se

purifico y se transformo la cepa CB15N mediante electroporacion.
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Figura 24. Plasmidos obtenidos de las clonas de la ligacién del producto de PCR DivJ-
pCHYC4 purificados por el método de minipreparaciones hervidas. B) Se seleccionaron los
plasmidos de las clonas 1, 2, 3y 4 y se digirieron con las enzimas Hindlll y Sacl, el producto
esperado es Divd de 571pb por lo que se selecciono el plasmido de la clona 1.

En la figura 25, se observa mediante microscopia de epifluorescencia, la clona
recombinante de C. crescentus expresando la fusion DivJ::mCherry que dio origen a la cepa
JA1 de C. crescentus. Esta fusién puede utilizarse como marcador de polaridad ya que la
proteina DivJ se recluta al polo prostecado cuando ocurre la diferenciaciéon de la célula

swarmer en célula predivisional.

Figura 25. Cepa JA1. El plasmido pDivJ-CHYC-4 obtenido de la clona 1 se purificé y se
electroporé en células competentes de C. crecentus CB15N. De las clonas obtenidas se
realizaron cultivos y se almacend la que mostro fluorescencia para la proteina DivJ dando
origen a la cepa JA1. La fusién de la proteina Divj-mCherry se recluta al polo prostecado
en etapas avanzadas del ciclo celular, pudiendo servir como marcador de polaridad. La
proteina DivJ esta relacionada con la progresion del ciclo.
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Localizacion de proteinas carboniladas en la célula de C. crescentus (cepa JA1) después
de un estrés oxidante

Células swarmer de la cepa JA1 fueron sometidas a un estrés oxidante con perdxido de
hidrogeno y se les permitié proseguir con su ciclo celular y se intenté determinar la

distribucion de proteinas carboniladas a lo largo del ciclo celular.

Sin embargo, se observé que, bajo las condiciones de este experimento, el reclutamiento
de DivJ-mCherry aparecié en un estadio intermedio del ciclo celular, por lo que en etapas
tempranas del mismo no se logré diferenciar la polaridad de las células. Esto tuvo como
consecuencia que no se pudiera determinarla el polo en el que se encontraban las proteinas

carboniladas en etapas tempranas del ciclo celular (figura 26).

Figura 26. Proteinas carboniladas en distintas etapas del ciclo celular de la cepa JA1. Se
recuperaron células swarmer de un cultivo que se le dio un tratamiento oxidante con
peroxido de hidrogeno. Estas células se continuaron incubando y se tomaron alicuotas cada
30 minutos, en las que se detectaron in-situ las proteinas carboniladas. La proteina DivJ se
recluta al polo prostecado en etapas intermedias del ciclo celular (columna extrema
derecha) por lo que no es posible detectar el polo prostecado en etapas tempranas del
mismo. Las proteinas carboniladas (columna central) se observan con una distribucion
preferente en el polo prostecado al minuto 120, sin embargo, en el minuto 30 no se puede
determinar la polaridad de la célula ni si las proteinas carboniladas se ubican
preferentemente en algun polo.
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Al observar mediante microscopia de epifluorescencia las proteinas carboniladas en 118
células cuya polaridad pudo ser determinada (figura 27) y que ademas estaban en una
etapa avanzada de su ciclo celular (estadio divisional), con ayuda de un analisis cualitativo
de la intensidad ajustada de la fluorescencia a lo largo de cada célula (figura 27 D), se
encontré que un 53% de las células mostraban una mayor concentracion de las proteinas
dafiadas en el compartimiento progenitor (figura 28 A y B). El 31% mostré6 una mayor
concentracién en el compartimiento flagelado y el 16% de las células mostré6 una

distribucion central de los agregados de proteinas carboniladas (figura 28).

Figura 27. Fluorescencia de proteinas carboniladas en la cepa JA1 de C. crescentus. A)
Imagen de campo claro de una célula en estadio divisional de la cepa JA1. B) Proteina DivJ
localizada en el polo prostecado de la célula. C) Fluorescencia de proteinas carboniladas.
D) Distribucion de la fluorescencia de proteinas carboniladas a lo largo de la célula
comenzando por el polo prostecado identificado con la proteina Divd. Como se observa en
la gréfica, el area bajo la curva correspondiente al polo prostecado es mayor que en el polo
del flagelo (andlisis cualitativo), indicando que en el polo progenitor hay una mayor cantidad
de proteinas carboniladas. El analisis de esta célula se realiz6 con el software MatLab.
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Figura 28. Analisis de fluorescencia de proteinas carboniladas de 118 células de la cepa
JA1 sometidas a un estrés oxidante. A) El 53 % de las células mostr6 una mayor
concentracién de proteinas carboniladas en el compartimiento progenitor. El polo
prostecado fue identificado por el reclutamiento de la proteina Divd. B) Grafico que
ejemplifica la fluorescencia de proteinas carboniladas con una mayor concentracién en el
polo prostecado o progenitor, esto se observa como una mayor area bajo la curva en la
parte correspondiente al polo prostecado. C) Grafico que ejemplifica una distribucion de
proteinas carboniladas con una mayor concentracién de las mismas en el polo del flagelo
o compartimiento de la célula hija, distribuciones similares a esta se observaron en el 31%
de las células analizadas con el software MatLab.
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Discusiodn

En el estudio de la fisiologia y biologia celular microbiana, la separacion de poblaciones
mediante gradientes de densidad ha sido una herramienta util al permitir separar células
con distintas caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas. Este tipo de técnicas ha resultado
ser de gran ayuda para estudiar variaciones en sus perfiles de expresion génica, bajo
distintos tipos de estimulos (Chen et al., 2011; Maisonneuve, Ezraty, & Dukan, 2008;
Makinoshima, Nishimura, & Ishihama, 2002). Una de las facilidades de esta técnica es que
se puede adaptar dependiendo del modelo de estudio que se maneje y de las

caracteristicas de interés a estudiar.

Se han utilizado centrifugaciones en gradiente de densidad con Radioselectan (sodio y
amidotrizoato de meglumina) para la separacién de células viables y células viables no
cultivables en cultivos de E. coli (Desnues et al., 2003) y Salmonella entérica (Passerat,
Got, Dukan, & Monfort, 2009). En el caso de C. crescentus se ha utilizado Ludox (una
suspension coloidal de silica) para sincronizar cultivos de forma rapida y sencilla. Esta
sincronizacién se logra gracias a que las densidades de la célula prostecada y de la célula

swarmer son distintas.

La sincronizacion de cultivos de C. crescentus se ha utilizado en el analisis de la expresion
geénica y para determinar los patrones de localizacién de distintas proteinas durante el ciclo
celular. En el método tradicional se recuperan las células swarmer que se encuentran al
inicio del ciclo celular y la otra fraccion contiene una mezcla de células en estados

predivisional y divisional (Schrader & Shapiro, 2015).

El método descrito en este trabajo permite la obtencién en un solo procedimiento de
poblaciones sincronizadas representativas de los distintos estadios del ciclo celular, lo que
facilitara por un lado la descripcion rapida de distintos patrones de localizacién o de

expresion, permitiendo también abordar preguntas particulares.

En el caso de este proyecto, este procedimiento permitié obtener poblaciones con distintas
edades y asi poder determinar la cantidad relativa de proteinas carboniladas. En otros
trabajos, objetivos similares se han alcanzado mediante otras técnicas que son mas dificiles
de implementar y que limitan la obtencion de material biolégico (Ackermann, Stearns, &
Jenal, 2003; Siegal-Gaskins & Crosson, 2008).
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Es posible detectar las proteinas carboniladas en C. crescentus, como consecuencia propia
del metabolismo celular y se puede observar un incremento de éstas después de un estrés
oxidante (figura 13). Existe una cantidad basal de proteinas carboniladas en la célula, sin
embargo, éstas pueden acumularse rapidamente cuando la célula es sometida a algun tipo
de estrés oxidante, entre ellos, la privacion de glucosa, situacion probablemente muy
frecuente en condiciones naturales, o la adicion de especies reactivas del oxigeno, como el

peréxido de hidrégeno.

Para este trabajo se determiné que experimentalmente este ultimo es el ideal, ya que es
posible modular facilmente la formacién de carbonilos y éstos se generan rapidamente; las
células incubadas en ausencia de glucosa requieren de 4 horas de incubacién, a diferencia
del tratamiento con perdxido de hidrégeno, que requiere una incubacion de 30-60 minutos,

por lo que es metodolégicamente mas sencillo.

Para poder utilizar el peréxido de hidrégeno como estrés oxidante en el estudio de la
segregacion de proteinas carboniladas, fue necesario determinar la viabilidad de las células
tratadas. No seria posible correlacionar concentraciones de proteinas carboniladas con el
envejecimiento de la célula si esta se encuentra ya muerta, y mucho menos hablar de una
caracterizacion de la segregacion posiblemente diferencial de dicho material durante la

division celular.

De ahi la importancia de conocer la concentracion ideal de peréxido de hidrogeno a utilizar
en el protocolo experimental que maximice la presencia de proteinas carboniladas, sin
presentar una muerte celular a causa del tratamiento. Como se observa en la seccion 2.2
de resultados, la concentracion ideal que se puede utilizar de perdxido de hidrégeno es de

0.05mM, ya que no altera demasiado la dinamica del ciclo celular.

Una vez estandarizados los protocolos de deteccion y controles de viabilidad, el analisis de
la concentracion de proteinas carboniladas en células de C. crescentus con distinta edad
generacional, se llevo a cabo a nivel poblacional, por medio de analisis de los Western-blot
de extractos totales de cultivos sincronizados. Las diferentes aproximaciones que se
hicieron a esta pregunta se basaron en poblaciones celulares con una o dos divisiones

celulares de diferencia.

En un cultivo asincrénico de C. crescentus, aproximadamente la mitad de las células son
swarmer o predivisionales nuevas que se acaban de diferenciar de las células swarmer

originadas la division celular anterior (figura 29). La otra mitad de las células corresponde a
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las que ya se encontraban diferenciadas a células prostecadas y han dado origen a mas de
una generacién de células motiles. Por ende, las células con un mayor numero de divisiones

celulares (mas viejas) son las que se encuentran en menor cantidad en el cultivo.

Figura 29. Esquema del crecimiento generacional dentro de un cultivo de C. crescentus. El
ciclo de vida de la bacteria permite que solamente las células prostecadas se repliquen,
dando origen a una nueva célula. La célula hija (con flagelo) no puede replicarse, debe
diferenciarse a una célula prostecada para poder dividirse. Debido a la dinamica de
crecimiento de las bacterias, en un cultivo estandar, el 50% de las bacterias acaba de
generarse gracias a un proceso de division. El 25% de las bacterias del cultivo presentara
una edad de dos divisiones celulares, y asi progresivamente. Esta es la razon por la cual
es muy complicado tener una poblacién celular de bacterias que muestren una edad
generacional muy alta.

Por motivos técnicos solo se trabajo con células que variaban entre 1 o 2 divisiones
celulares. Aunque la diferencia en las concentraciones de proteinas entre las células
progenitoras y las células hijas es minima, los resultados obtenidos sugieren que existe una
mayor proporcion de proteinas carboniladas en la célula progenitora, aun cuando sélo

existe 1 division de diferencia en la edad generacional (figura 17).

En los reportes anteriores, donde se determinan los efectos del envejecimiento general en
procariontes sobre caracteristicas como la tasa de reproduccion y el crecimiento en C.
crescentus, se concluye que estas caracteristicas disminuyen significativamente después
de 130 divisiones celulares (Ackermann et al., 2003). Un estudio de la concentracion de

proteinas carboniladas en células progenitoras con una edad generacional de 130
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divisiones podria dar resultados mas conclusivos que confirmen los presentados en este

trabajo sobre todo con la localizacion in-situ de las proteinas carboniladas.

Distintos grupos de trabajo han utilizado la acumulacion de proteinas carboniladas como
marcador de senescencia condicional en bacterias como E. coli. En estos estudios se
demostré que conforme el cultivo crece en fase exponencial, la cantidad de proteinas
carboniladas aumenta. De igual manera en fase estacionaria, las células que han perdido
la capacidad de ser cultivables pero aun son viables, contienen una mayor concentracion
de proteinas carboniladas que las células cultivables presentes en el mismo cultivo
(Desnues et al., 2003). Esto apoya a este trabajo demostrando que células con algun tipo
de envejecimiento presentan una acumulacion mayor de agregados de proteinas
carboniladas, en comparacion con células mas jovenes o con un potencial de replicacion

no disminuido.

En el trabajo de (Lindner, Madden, Demarez, Stewart, & Taddei, 2008), en E. coli se reporta
la presencia de cuerpos de inclusion inducidos al haber una sobreproduccion de proteinas
0 bajo condiciones de estrés oxidante o térmico, que se forman en posiciones celulares
discretas. Estos cuerpos de inclusion fueron detectados mediante la fusion fluorescente de
una proteina de choque térmico denominada LbpA (proteina A de cuerpos de inclusion, por

sus siglas en inglés).

Los cuerpos de inclusion se acumulan en los polos viejos de las células al dividirse, de
donde raramente se mueven. En células que presentan cuerpos de inclusion de mayor
tamano, la tasa de reproduccion y la tasa de crecimiento disminuyen en comparaciéon con

células que no presentan estos cuerpos de inclusion (Lindner et al., 2008).

En C. crescentus se observa un patron de carbonilacion de proteinas en el que no hay
mucha diferencia entre la célula progenitora y la célula hija, adicionalmente la sefal esta
distribuida en varios cumulos pequenos (figuras 21, 26 y 27C) y no en uno polar, como se
ha reportado para E. coli (Lindner et al., 2008), lo que sugiere que bajo condiciones
normales las proteinas carboniladas no se acumulan en un unico cuerpo de inclusion,

dificultando algun tipo de distribucion diferencial de los agregados.

Adicionalmente, en una senescencia condicional ocasionada por la limitaciéon de nutrientes,
de espacio y la acumulacion progresiva de metabolitos de desecho en un cultivo cerrado,
podria ocasionar patrones de agregacion de proteinas distintos a los presentados en una

senescencia generacional (Ksiazek, 2010).
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Se ha propuesto, ademas, que la carbonilacién en las bacterias no proliferantes en cultivos
estacionarios (senescencia condicionada) fuera causada por un aumento en la sintesis de
proteinas defectivas, sobresaturando las chaperonas de estrés térmico, ya que en mutantes
con ribosomas hiper funcionales se mostré un decremento significativo en la carbonilacion
de proteinas en etapas tempranas de este tipo de senescencia. La induccion de la
respuesta a choque térmico puede contrarrestar, en parte, el efecto de la deficiente
traduccion proteica y asi atenuar la carbonilacion en el estado inducido de estasis

(Ballesteros, Fredriksson, Henriksson, & Nystrom, 2001).

Es por ello que el modelo propuesto en este trabajo evita que se dé un envejecimiento
condicionado a la saturacion del cultivo, en cambio, el patrén de carbonilacion de proteinas
es mas parecido a un envejecimiento dado por la cantidad de divisiones celulares que pude
mostrar una célula, y por ello puede correlacionar ambas afirmaciones para sentar las
bases del estudio de la senescencia generacional en procariontes y no estar atado a las

posibles limitantes de la senescencia condicional.

Los analisis de la tasa de crecimiento de las tres poblaciones celulares de C. crescentus
después de ser sometidas a un estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno no letal,
muestran un arresto del crecimiento, en el que la célula se recupera del estrés, llevando a
cabo la reparacion de las macromoléculas y la segregacion de las proteinas carboniladas

(figura 15, anexo 1) para poder recuperar la tasa de crecimiento normal.

Esto se corrobora con los resultados obtenidos mediante la deteccion in-situ de las
proteinas carboniladas (figuras 21, 26-28). El que sélo el 50% de las células muestren
aparentemente una mayor concentracion de proteinas carboniladas en el compartimiento
celular correspondiente al polo prostecado (progenitor), puede deberse a que el estrés
oxidante al que fueron sometidas las células antes de la deteccion in-situ, ocasion6 dafos
en los polos correspondientes a las células hijas en los que pudieron haber sido retenidas

algunas proteinas carboniladas.

La tendencia que se muestra de acumular material dafiado progresivamente en células mas
viejas, concuerda de igual manera con las propuestas evolutivas de que el envejecimiento
o la senescencia generacional es probablemente una propiedad fundamental de todos los
organismos celulares. Al hacer que las mutaciones deletéreas o cualquier otro tipo de dafio
relacionado con el envejecimiento se vuelva relevante en etapas tardias de la vida, se evita

el debilitamiento de toda la poblacién, atenuando el efecto de la seleccidon (Ackermann et
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al., 2007), sugiriendo las bacterias no pueden evadir la acumulacion de dichas mutaciones
o material dafiado a través de su expectativa de vida, llevando a estos organismos a un

envejecimiento como tal.

La alta dinamica y regulacion del ciclo celular de C. crescentus muestra una amplia gama
de proteinas que pueden ser utilizadas como marcadores de polaridad para determinar la
ubicacién de los cumulos de proteinas carboniladas. En el caso de este trabajo, la utilizacion
de la proteina DivJ fusionada con una proteina reportera fluorescente fue util para
determinar la polaridad de la célula en etapas intermedias y avanzadas del ciclo celular. Sin
embargo, para determinar etapas tempranas del ciclo se necesitan reporteros de fusién con

proteinas nativas que se acumulen en los polos en etapas tempranas del mismo.

Estos resultados presentan evidencia preliminar de una de las posibles bases moleculares
del envejecimiento en C. crescentus, abriendo el camino para muchas otras interrogantes
que surgen o que pueden plantearse a partir de los datos obtenidos aqui. Por ejemplo, se
podria cuantificar por determinaciones densitometricas el contenido de carbonilos de

bandas o puntos de interés, en los geles de los Western-blots.

La relacion entre la intensidad de la sefal de los carbonilos y la intensidad de la sefial de
las proteinas daria el contenido especifico de carbonilos de la proteina que es de interés,
la cual se podria expresar igualmente como nmol-carbonilos/mg-proteina siempre y cuando
se utilice una proteina estandar oxidada como marcador (Yan & Forster, 2011). Ademas,
los pesos moleculares de las proteinas carboniladas podrian ser comparados con los de
las principales proteinas susceptibles a carbonilacion, para identificar aquellas que se
encuentran en mayor proporcion, e inferir las funciones celulares con las que estan

relacionadas.

Existen reportes también de que genes para la superdxido dismutasa, catalasas-
peroxidasas, reguladores de respuesta a estrés oxidativo como SkgA, rho, entre otros,
aumentan su expresion en células senescentes. El dafio a las proteinas codificadas por
estos genes podria también correlacionarse con una tasa de envejecimiento mas alta en
procariontes. O bien, en caso contrario, ayudar a la bacteria a aumentar su expectativa de
vida.
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Conclusiones

En condiciones o6ptimas de cultivo existen proteinas carboniladas en las células de C.
crescentus, sin embargo, se puede aplicar un estrés oxidante con peroxido de hidrogeno al
0.05mM para aumentar la concentracion de estas proteinas, sin causar una muerte celular

significativa.

Se detectd por western-blot una mayor concentracién de proteinas carboniladas en células

prostecadas progenitoras que en células swarmer.

Con microscopia de epifluorescencia se determiné in-situ que un 53% de la poblacion
celular mantiene las proteinas carboniladas en la célula progenitora después de la divisidon

celular.

Los datos presentados, sugieren que el estudio de proteinas dafiadas por oxidacién
(carboniladas) es una alternativa viable para el estudio del envejecimiento en C. crescentus,
ya que es posible que una senescencia generacional en este organismo procarionte se
encuentre guiada por la acumulacién de proteinas dafnadas en las células progenitoras, con
una tendencia a una distribucién asimétrica de dicho material durante las divisiones

celulares.

Debido a la duracién del ciclo de vida de los procariontes y de su expectativa de vida, se
propone realizar estudios en los que exista una diferencia generacional de mas de 100
divisiones para observar diferencias mas evidentes en las concentraciones de proteinas

carboniladas como consecuencia del envejecimiento.
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Apéndice |

Sobrevivencia celular y tasa de crecimiento en las tres poblaciones distintas de C.
crescentus con un tratamiento de estrés oxidante.

La tasa de crecimiento de las distintas poblaciones de C. crescentus sometidas o no al
tratamiento oxidante se determiné con la DOeso de una alicuota del cultivo en determinadas
horas. Con ello, se obtuvieron curvas de crecimiento exponencial para cada una de las

poblaciones celulares.

Al analizar el logaritmo del crecimiento exponencial para cada poblacién, se observo un
patron en el que en las primeras 4 horas inmediatas al estrés oxidante, el crecimiento del
cultivo muestra una tasa de crecimiento mas lenta. Inmediatamente después de aplicar el
estrés, los cultivos se ajustaron a concentraciones similares, como se observa en el primer

punto de las gréficas A, Cy E.

Sin embargo, las alicuotas medidas hasta las 4 primeras horas muestran pendientes
distintas comparandolas con las células control en cada caso. Esta diferencia en la
pendiente se traduce como un retraso en el crecimiento del cultivo. La tasa de crecimiento
se midié en funcion del tiempo de generacién celular, dado por la pendiente de la recta de

la grafica del logaritmo de las densidades épticas medidas en la curva de crecimiento.

) B In2
Tiempo de generacion = o

Posterior a estas 4 horas, la tasa de crecimiento se normalizd, observandose en las graficas
B, D y F, que las pendientes tanto de los controles, como de las células tratadas son

similares.
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