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RESUMEN

Los organismos poseen varios sistemas que mitigan el dafio generado por el estrés
oxidante, uno de los mas importantes es la modulacion de la expresion de proteinas
de choque térmico (HSP) que permiten reestablecer la proteostasis. Se evalud la
capacidad de generar dafio oxidante con 4-NQO [2 mM], un promutageno y de dos
compuestos genotoxicos (cafeina [7.7 mM] y fenobarbital [L mM]) utilizando como
indicadores la induccion transcripcional de cuatro genes Hsp (Hsp26, Hsp60, Hsp70
y Hsp83) como marcador. No se encontraron diferencias estadisticas entre los
niveles de transcripcion inducidos como respuesta a los tratamientos, sin embargo,
se observo que al tratar larvas con 4-NQO, hay una disminucion en los niveles de
los transcritos de Hsp83 comparados con el control negativo, el resultado contrasta
con los observados en los tratamientos con cafeina y fenobarbital, en los cuales se

observaron aumentos de los niveles de transcritos de este gen.

INTRODUCCION

El estrés oxidativo en los sistemas vivos

Los organismos se encuentran bajo la exposicidbn constante a una miriada de
factores con la capacidad de ocasionar dafio celular y generar estrés oxidante. Este,
esta definido como la desestabilizacion de la respuesta antioxidante y factores pro-

oxidantes (Yoshikawa y Naito, 2002); estas alteraciones celulares pueden provenir

de fuentes enddgenas como la fosforilacién oxidativa (De Bont y van Larebeke,
2004) o exogenas como radiaciones ionizantes, rayos ultravioletas (UV),
contaminacion ambiental, exposicion a quimicos y estados de hiperoxia (Azzam et

al., 2012; Church y Pryor, 1985). Estas fuentes de dafio oxidante propician la

formacion de especies reactivas (ERs), entre las que se encuentran algunos

radicales libres (Lushchak, 2014). El desbalance y exceso de ERs estéa involucrado

en la carcinogénesis y mutagénesis ya que pueden ocasionar rupturas en la
estructura de &cidos nucleicos, la agregacion de proteinas o la inhibicién de la

actividad enzimatica (Waris y Ahsan, 2006; Jena, 2012).

Existen distintos tipos de ERSs, pero las de oxigeno (EROs) son las mas estudiadas
debido a la ubicuidad de la molécula (Ozcan y Ogun, 2015; Constanza y Mufioz,




2012); las especies reactivas de oxigeno son generadas como parte de procesos
metabdlicos inherentes al organismo y por la accion de xenobiéticos (Finkel vy

Holbrook, 2000; Valavanadis et al., 2006), forman parte importante de la

sefializacion celular y la respuesta inmune. El mantenimiento del balance conlleva
procesos complejos que son mediados por enzimas como las NADPH-oxidasas
(Adam-Vizi y Chinopoulos, 2006; Balch et al., 2008; Halliwell, 2007), que inducen un

aumento rapido en la concentracion de EROs intracelular formando H202 y

superoxido (O2”), para el denominado estallido respiratorio (Wientjes y Seqgal, 1995)

que forma parte de los mecanismos de eliminacion de elementos ajenos al

organismo.

Respuesta al estrés oxidante

La pérdida del balance de EROs requiere la accion de mecanismos para mitigar el

dafio oxidante y reestablecer la homeostasis (Sharma et al., 2012), la respuesta al

choque térmico (HSR) forma parte de estos mecanismos y mediante la modulacién
de la expresion de los genes que codifican las proteinas de choque térmico (HSP)

permite mantener la homeostasis proteinica (proteostasis) (Schoffl et al., 1998).

Estas proteinas son conocidas como HSPs por las condiciones bajo las que fueron
descubiertas y son moléculas de gran importancia en la respuesta antioxidante
debido a su amplia distribuciéon, ademas de las diversas acciones en procesos
celulares. Poseen funciones como chaperonas en la translocacion de proteinas

(Hendrick y Hartl, 1993), sefalizacion (Pratt y Toft, 2003), intervencién en rutas

apoptéticas (Arya et al., 2007), inhibicion de interacciones erréneas entre proteinas

y correcciones del plegamiento (reestructuracion nativa) de cadenas polipeptidicas
(Hartl et al., 2011). Fueron descubiertas en 1962 por el bidlogo italiano Ferruccio

Ritossa, quién, al investigar la respuesta al calor de cromosomas politénicos de
células salivales en moscas de la fruta Drosophila melanogaster, observo sitios de
transcripcion de ARN (abultamientos cromosomicos o “puffs”) y, no fue sino hasta

poco mas de una década después que Tissieres, et al., (1974) les dieron nombre a

las proteinas responsables de esta respuesta.



Ahora se sabe que la transcripcién de estos es inducida también por el estrés
oxidante ya que el exceso de moléculas reactivas tiende a generar modificaciones
en la estructura nativa de proteinas, alterando la proteostasis (Kalmar y Greensmith,
2009).

Las Hsp son clasificadas en cinco familias dependiendo de su peso molecular:
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y las HSP pequeias (sHSP) (Saibil, 2013); cada
familia tiene caracteristicas que las distinguen ya que estan involucradas en
distintos roles dentro del metabolismo celular (Coronato et al.,, 1999) y estan
asociadas con moléculas asistentes especificas (co-chaperonas) (Caplan, 2003).

» Familia de las HSP pequeiias (Small Heat Shock Proteins o sHSP)
Reciben este nombre debido a que tienen los pesos moleculares méas bajos entre

las HSPs (12-42 kDa) (Southgate et al., 1983); son chaperonas encontradas en una

gran cantidad de organismos y estan caracterizadas por la presencia de un dominio
“a-cristalino” (80-100 residuos) localizado entre las regiones C y N terminales,
denominado asi por la epénima proteina encontrada en los ojos de organismos
vertebrados y que permite la solubilizacién de proteinas (Caspers et al., 1994;
Haslbeck et al., 2005).
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Figura 1. El rol de las sHSPs en la agregacion de proteinas esté asociado a cambios de afinidad
independientes de ATP, permite la interaccion con fragmentos hidrofébicos, formando oligdmeros estables
gue engloban péptidos. Imagen tomada y modificada de Tyedmers et al., 2010.




Las sHSPs son proteinas de produccién constitutiva e inducible que se encuentran
en todos los estadios de la mosca de la fruta D. melanogaster en ausencia de estres;
se ha reportado que en su forma inducible tienen la capacidad de ser sobre-
expresadas en respuesta a alteraciones del balance proteostatico (Franzmann,

2008; Treweek et al., 2015), mientras que las constitutivas se encuentran en cuatro

tipos de células sométicas (discos imaginales, epitelio, proventriculo y neurocitos) y
en dos tipos celulares de la linea germinal (espermatocitos y ovocitos) (Glaser et
al., 1986). Se unen a residuos hidrofébicos expuestos en etapas tempranas de

plegamiento erroneo de los péptidos de forma independiente al ATP, previenen su

agregacion (Haslbeck y Vierling, 2015; Mchaourab et al., 2009), evitan interacciones

erroneas y los mantienen fuera de conformaciones no nativas irreversibles para que
otras chaperonas asistan en su correcto plegamiento (Narberhaus, 2002; Haslbeck
et al., 2005).

» Familia de HSP60
Sus pesos moleculares estan entre 55-60 kDa, estan involucradas en la prevencion
de interacciones no nativas y la correccibn de plegamientos erroneos de

polipéptidos (Fenton y Horwich, 1997). Sus funciones son dependientes del ATP y

pueden aislar fragmentos no nativos de proteinas para permitir el plegamiento, libre

de interacciones externas (Hartl y Hayer-Hartl, 2002).
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Figura 2. a) Estructura molecular de un integrante de la familia de HSP60 (GroEL); los colores representan
distintos dominios. b) El complejo GroEL/GroES conocido como “jaula de Anfinsen”. Tomado y editado de
Horwich et al., 2007.

Forman complejos en conjunto a co-chaperonas especificas de la familia de las
sHSPs (HsplO0 o GroES) y actian secuestrando segmentos de cadenas
polipeptidicas que tengan fragmentos hidrofébicos expuestos al medio celular,
manteniéndolas aisladas y evitando interacciones no nativas dentro de un amplio

canal central (Jaula de Anfinsen) (Fig. 2b) (Sakikawa et al., 1999). Los residuos

hidrofébicos expuestos interactian con la superficie hidrofébica del dominio apical

de la chaperonina, formando una union muy estable (Bukau y Horwich, 1998); la

reaccion inicia cuando se unen siete moléculas de ATP al complejo, cerrando la

cavidad y encapsulando la proteina (Walter, 2002). El complejo permite la

aceleracion del plegamiento espontaneo de la proteina, evitando las interacciones
erréneas a través del secuestro y la unién de la proteina con las cargas netas
negativas de la superficie de Hsp60 o GroES, de esta manera se mitiga la formacién
de intermediarios no nativos, capaces de formar agregados (Horwich et al., 2007;
Kim et al., 2013).




» Familia de HSP70
Es una de las familias mas estudiadas a nivel mundial debido a su presencia en un

gran namero de sistemas biologicos (Whitley et al., 1999). Algunas son sintetizadas

de manera constitutiva como la “Heat Shock Cognate 70” (gen Hsc70), mientras que
otras son inducibles de forma casi exclusiva (gen Hsp70) (Patterson y Hohfeld,
2006).
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Figura 3. Estructura molecular de la familia de las HSP70 en estado cerrado; estan compuestas por dos
dominios, NBD y SBD, conectados por un puente interdominio conservado. Tomado y editado de Kim et al.

(2013).

Realizan multiples funciones que las vuelven indispensables en el mantenimiento
de la proteostasis, pueden encontrarse en asociacién con los ribosomas y actian
de manera co-traduccional a péptidos, evitando interacciones no nativas, realizan
disgregaciones de cumulos peptidicos, traslocan secuencias polipeptidicas a su
sitio de accion, y ademas estan involucradas en el desvio de proteinas no nativas a

rutas de la apoptosis (Lanneau et al., 2010). La proteina actla mediante ciclos de

acoplamiento e hidrolisis de ATP con el dominio NBD, lo que ocasiona cambios
alostéricos de la afinidad de SBD con su sustrato (Zhuravieva y Gierasch, 2011). Es

decir, cuando una molécula de ATP se une al dominio ATPasa (NBD), ocasiona que
el puente interdominio gire SBD abriendo un sitio de unién y aumentando la afinidad

por el sustrato, elevando la tasa de disociacion (Kityk et al., 2012); mientras que la

hidrolisis y desfosforilacion subsecuente a ADP permiten el reajuste de SBD, por lo
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que el sitio de union vuelve a cerrarse, disminuyendo la disociacion (Mayer et al.,
2000).

» Familia de las HSP90
Es una familia muy abundante, constituyen del 1-2% de las proteinas solubles

totales encontradas en la célula (Borkovich et al., 1989; Csermely et al., 1998). Estas

proteinas son encontradas en condiciones fisiol6gicas, pero algunas también son

inducibles bajo condiciones de estrés (Mason et al., 1984). Las proteinas tienen
funciones, junto a Hsp70, en la maduracion estructural y regulacion conformacional
de proteinas para la transduccion de sefales; entre sus proteinas clientes se
encuentran cinasas, receptores de hormonas esteroideas y algunos factores de
transcripcion (McClellan et al., 2007; Pratt, 1998). Su rol en las rutas de transduccion

es esencial ya que mantienen la actividad de numerosas proteinas gracias a
interacciones dindmicas que establecen con co-chaperonas, considerandoseles un

eje para la proteostasis (Li et al., 2012).

+~ N-domain

C-domain

Figura 4. Estructura molecular general de la familia de las HSP90s. N-domain: dominio N terminal, M-domain:

dominio medio, C-domain: dominio C-terminal. Tomado y editado de Saibil, 2013.




Metabolismo y propiedades quimicas de los compuestos: 4-NQO,

fenobarbital y cafeina.

4-NQO
La 4-nitroquinolina 1-0xido (4-NQO) es un compuesto sintético promutageno
derivado de la quinolina (Fig. 5) con un amplio uso en estudios de cancer oral debido
a su potente actividad carcinogénica, resultado de la interaccion con el metabolismo

xenobidtico (Kitano, 2001; Riviera, 2012). Al ser metabolizado tiene la capacidad de

generar ERs como radicales superoxido y H202 que inducen estrés oxidante,
dafiando macromoléculas y provocando lesiones al ADN (Nunoshiba y Demple,
1993; Wilkey et al., 2009).
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Figura 5. Estructura molecular del 4-NQO.

El compuesto induce un dafio similar al ocasionado por la radiacion UV ya que

promueve la formacion de aductos en el ADN (Nagao y Sugimura, 1976), tras la

reduccion enzimatica de su grupo nitro se propicia la formacion de dos moléculas,
4-hidroxiaminoquinolina 1-6xido (4-HAQO) y 4-aminoquinolina 1-6xido (4-AQO)
(Figs. 6a y 6b), de éstas, solamente 4-HAQO es considerada como carcinogénica

(Bailleul et al., 1989). El compuesto es posteriormente acetilado para formar 4-

acetoxiaminoquinolina 1-6xido (Ac-4HQO), que puede ser activada por una reaccion
con seril-tRNA sintetasa y forma un reactante electrofilico que, en presencia de ATP



es capaz de introducir grupos de quinolina al ADN, formando aductos estables
(Tada y Tada, 1975; Galiegue-Zouitina et al., 1985; Nagao y Sigimura, 1976).
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Figura 6. Estructuras moleculares de los metabolitos de 4-NQO.

Los aductos son resultado de reacciones con purinas (guanina y adenina),
generando los monoaductos estables de quinolina “3-(desoxiguanosin-N2-il)-4-
aminoquinolina-1-oxido”, “N-(desoxiguanosin-C8-il)-4-aminoquinolina-1-6xido” y “3-
(desoxiadenosin-N®-il)-4-aminoquinolina-1-6xido” (Figs. 7a, 7b y 7¢) (Kohda et al.,
1991; Galiegue-Zouitina et al., 1986).
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Figura 7. Estructura molecular de los monoaductos estables formados de la interaccién de Ac-4HAQO con
purinas. Imagenes tomadas y modificadas de Friedberg et al., (2006).

El potencial genotdxico del compuesto ha sido observado en estudios como el de

Gaivao et al., (1999) quienes evaluaron el efecto de tres concentraciones [0.25, 0.5

y 0.75 mM] mediante el ensayo SMART en los ojos de D. melanogaster con una
linea resistente a insecticida (OR(R)-flr®) y observaron la presencia de manchas en
los ojos, con lo que concluyeron el potencial genotdxico del compuesto, sin
embargo, no lograron determinar una correlacion lineal entre el dafio y las

concentraciones utilizadas.

En un trabajo posterior, Heres-Pulido et al., (2004) utilizaron el ensayo SMART en

ala para evaluar la toxicidad de dos concentraciones de 4-NQO [2.5y 5 mM] en las
cruzas de D. melanogaster, bioactivacién elevada (HB) y la estandar (ST) con
niveles inducibles de Citocromos P450 (Cyp450), en el estudio observaron un
aumento dependiente de la concentracion en la frecuencia de los tres tipos de
manchas por ala para ambas cruzas, indicando un efecto mutagénico y
recombinogénico, ademas, observaron que la cantidad de manchas de HB respecto
a ST era mayor (~1.7 veces). Concluyeron que el compuesto tiene efecto genotoxico
relacionado con el metabolismo xenobiotico.

Duenas-Garcia et al., (2005) determinaron la toxicidad del compuesto en dos cruzas

de D. melanogaster utilizando cinco concentraciones [0.625, 1.25, 2.5 y 5.0 mM].
Observaron diferencias significativas entre las dosis necesarias para alcanzar la
LCso; se necesita una concentracion menor del compuesto en flr3 [2.10 mM] que para

OR(R)-fIr3 [3.05 mM], este resultado le fue atribuido a los niveles elevados de
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Cyp450s en esta linea y a la reparacion recombinogénica derivada del dafio de 4-
NQO.

Fenobarbital
Es un barbitdrico utilizado en el tratamiento de la epilepsia, principalmente por

paises en desarrollo debido a su bajo costo (Radhakrishnan et al., 2005), pero a

pesar de su efectividad en la terapia, es conocido por ser un clasico inductor de
enzimas del metabolismo xenobidtico (Cyp450, NADPH, GST) e incluso algunos
autores han reportado que tiene potencial cancerigeno (Jungueira et al., 1991;
Maglich et al., 2002).

No existe mucha informacion respecto a la ruta de accion del fenobarbital (FB), pero

una hipotesis muy aceptada plantea que tiene interaccion indirecta con el complejo
‘receptor constitutivo androstano-HSP90” (CAR-HSP90), propiciando Ila

traslocacion de CAR al nacleo celular (Yoshinari et al., 2003). CAR forma parte de

la superfamilia de los receptores nucleares y se encuentra principalmente en las

células del higado (Wang et al., 2012). Cuando es traslocada y activada puede

regular la expresion de genes de la fase | y 1l del metabolismo xenobibtico mediante
la union con el “médulo elemento responsivo a fenobarbital” dentro de las regiones

promotoras de los genes blanco (Honkakoski et al., 1998).

El FB esta indirectamente involucrado en la regulaciéon de la expresion de algunas
proteinas como CYP1A, CYP2B1/2, CYP2A6, CYP3A, CYP2C, CYP6A2, CYP6AS,
glutation transferasas, sulfotransferasas, UDP-glucuronosiltransferasas (Sugatani
et al., 2001; Ferguson et al., 2002; Goodwin et al., 2002; Saini et al., 2004; Wang et
al., 2012).

La toxicidad del compuesto fue reportada por Castafieda-Partida et al., (2011),

quienes detectaron el efecto genotdxico de FB [12 mM] como pretratamiento en dos
cruzas de D. melanogaster (HB y ST) mediante el ensayo SMART en ala y
obtuvieron resultados positivos para la cruza ST en la frecuencia de manchas totales

por mosca, casi el doble en comparacion con el control negativo.
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Cafeina
Es un estimulante del sistema nervioso central encontrado en diversos productos
de consumo diario como el café, té y chocolates, ademas es un analgésico

adyuvante incluido en algunos medicamentos para el dolor (Nehlig et al., 1992;

Mandel, 2002). Este alcaloide forma parte de las metilxantinas y actia como

antagonista de los receptores de adenosina en el cerebro; trabajos previos han
mostrado una relacion dosis-dependiente entre la cafeina y los mecanismos de la

respuesta al estrés (Fisone et al., 2004; Brunquell et al., 2017). Esto se debe a que

el metabolismo de la cafeina aumenta los niveles de serotonina, lo que puede actuar
como un mecanismo de sefalizacion a la HSR (van Oosten-Hawle y Morimoto,
2014; Tatum et al., 2014).

Figura 8. Estructura de la molécula de cafeina (1,3,7-trimetilxantina). Tomado de Monteiro et al., (2016).

Nikitin et al., (2008) evaluaron el efecto de cuatro concentraciones de cafeina sobre

la vida media de moscas D. melanogaster adultas de la linea Canton-S, observaron
una reduccién significativa en la vida de moscas tratadas con las concentraciones
mas altas [1.25 y 2.5 mg/mL], mientras que las que fueron tratadas con
concentraciones menores [0.3125 y 0.625 mg/mL] presentaron niveles similares al
control. Por esto concluyeron que hay una relacién dependiente de la concentraciéon
del compuesto en la disminucion de la vida media de las moscas.

Por otro lado, del Rey et al., (2011) utilizaron la respuesta transcripcional de Hsp70

como marcador molecular para evaluar la toxicidad de la exposicion a la cafeina
[0.05, 0.2 y 0.5 pg/L] en Mytilus californianus; observaron un aumento significativo

en la expresion transcripcional sélo en las concentraciones de 0.05 y 0.2 ug/L al
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cabo de 30 dias, pero Unicamente en las branquias del organismo. Con esto
concluyeron que la induccién de los transcritos de Hsp70 depende de la duracién
del tratamiento y la dosis del compuesto, pero no necesariamente de una manera
lineal ya que a la concentracion méas elevada no se registraron cambios

significativos.

Drosophila melanogaster en estudios toxicolégicos
La mosca de la fruta D. melanogaster es un modelo ideal para la evaluacion de
compuestos genotoxicos ya que posee rutas metabdlicas similares y homologia

genética con el ser humano (Abolaji et al., 2013), entre 65 y 70% de los genes

involucrados con enfermedades humanas se encuentran presentes en este diptero

(Pandey y Nichols, 2011), ademas posee un tiempo de desarrollo corto (aprox. 10

dias a 25°C), no necesita de un medio de cultivo de alto costo y permite recuperar
un gran numero de organismos sin la necesidad de infraestructura compleja (Graf
et al., 1992).

El tiempo necesario para completar el ciclo de vida de la mosca es de 10 dias a una
temperatura promedio de 25°C. En un periodo de 24 h posterior a la puesta de
huevos, las larvas eclosionan y atraviesan tres estadios en el transcurso de los tres
dias; durante la etapa tardia del tercer estadio (L3) abandonan la fuente de alimento
y presentan un proceso de pupacion durante el cual reabsorben muchos érganos
de sus etapas tempranas y atraviesan metamorfosis, para finalmente emerger como

moscas adultas (Wangler y Bellen, 2017) (Fig. 9).
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Figura 9. Ciclo de vida de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster.

HIPOTESIS

El desbalance entre la formacién y eliminacion de las EROs provoca dafio oxidante
gue puede alterar la proteostasis celular, por tanto, si se tratan larvas de Drosophila
melanogaster con compuestos como 4-NQO, cafeina o FB, cuyo metabolismo
puede propiciar la formacién excesiva de radicales oxidantes, habra también una
modificacién de la actividad transcripcional de los genes que codifican las HSP que

actuaran para restaurar la proteostasis.

OBJETIVOS

Determinar los niveles de expresion relativa de cuatro genes codificantes de
proteinas de choque térmico (Hsp26, Hsp60, Hsp70 y Hsp83) en larvas D.
melanogaster de tercer estadio (72 + 4h) expuestas a 4-NQO [2 mM], cafeina [7.7
mM] y FB [1 mM].

Determinar si existen diferencias estadisticas entre los transcritos de los genes de
interés en las larvas tratadas y los vehiculos de disolucion (agua Mili-Q y acetona
2%).
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Evaluar si existen interacciones entre los tratamientos y las respuestas

transcripcionales de las HSPs.

METODOLOGIA

Propagacion e incubacion de la linea
Se propagaron moscas de la linea silvestre “Canton-S” de D. melanogaster que
fueron mantenidas a 25°C en condiciones de oscuridad, dentro de frascos estériles
con 5 g de hojuela de papa de la marca comercial Maggi® y 20 mL de una solucién
conservadora [5 mL de una solucién de Nipagin en EtOH al 12% y 5 mL de acido

propionico aforados a 1 L de agua (Guzman et al., 1998; Duefas et al., 2002)].

Sincronizacion, colecta de huevos y recuperacion de las larvas
Con las moscas adultas recién eclosionadas (imagos) se realiz6 la sincronizacion
en frascos con levadura fresca activada (marca Florida) como medio y se
mantuvieron en colecta durante 8h, después de lo cual fueron removidas de los
frascos. Los huevos fueron colocados en incubacion durante 72h a 25°C, tras lo que

se recuperaron las larvas L3.

Tratamientos
Como controles disolventes se emplearon acetona 2% (CAS 67-64-1) y agua Mili-
Q, para los controles positivos se utiliz6 FB [1 mM] (CAS 50-06-6) y cafeina [7.7
mM] (CAS 58-08-2) (Willoughby et al., 2006) disueltos en agua, mientras que 4-
NQO (CAS 56-57-5) fue evaluado a una concentracion de 2 mM y se solubilizé en

acetona al 2% (Heres-Pulido et al., 2004).

Se colocaron 50 larvas en tubos plexiglas con 20g de medio instantaneo Carolina
previamente macerado e hidratado con 18 mL de cada compuesto, los tubos fueron
cubiertos con una malla por ambos extremos. Los tratamientos fueron administrados

a través del alimento y se mantuvieron bajo estas condiciones durante 24h, tras lo
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cual fueron rapidamente congeladas con hielo seco, maceradas y conservadas en
Trizol (Figura 10).

£ A

Figura 10. Colocacion e incubacion de las larvas L3 en los tubos de plexiglas con los tratamientos.

Disefio de oligonucledtidos especificos
Se obtuvieron secuencias de los genes de interés (Hsp26, Hsp60, Hsp70 y Hsp83)
de la base de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) y FlyBase (http://flybase.org/). Con éstas, se

realizaron alineamientos multiples en un software en linea (Clustal Omega) y a partir

de las secuencias conservadas entre isbmeros se disefiaron oligonucleétidos, se
consideraron temperaturas de alineamiento (Tm) de 55-60°C con valores AGmax > -
34 y AG > -3.5 para evitar la formacion de homodimeros y heterodimeros.

Los oligonucledtidos fueron enviados a sintetizar y se realizaron reacciones de PCR
punto final (30 ciclos) utilizando ADN genomico extraido de las larvas de D.
melanogaster como molde; los productos de la reaccion fueron secuenciados en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la UBIPRO en la FES-Iztacala, y, mediante la
herramienta para alineamientos locales (BLAST) de NCBI se determinaron los

porcentajes de identidad con los fragmentos de interés.

Extraccion de ARN total
Para las extracciones de ARN total se empleé el kit “Direct-zol™ RNA MiniPrep Kit”
de Zymo Research de acuerdo con las indicaciones del proveedor; este protocolo
consiste en la maceracion del tejido organico (~100 mg de larvas) en TRIzol para
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asegurar una lisis total, seguido del paso de la muestra a través de un tubo con una
membrana porosa de silice, lo que permite la recuperacion del ARN total en un tubo

colector.

Sintesis de ADN complementario (ADNc) y estandarizacion de las

condiciones de amplificacion
Las muestras de ARN fueron tratadas con “DNA-free™” (Invitrogen) y el protocolo
indicado por el fabricante; éste, consiste en la aplicacion de un buffer junto con 1.5
uL de enzima DNasa, seguido de un periodo de incubacion (37 °C, 20-30 min) y la
posterior inactivacion de la enzima. Después, se utilizo el kit “RevertAid First Strand
cDNA Synthesis” (Thermo Scientific) para la sintesis del ADNc, empleando 2 pg de
las muestras de ARN total y oligo (dT)as.
A partir de las muestras de ADNCc sintetizadas, se estandarizaron las condiciones
de amplificacion con una reaccion de RT-PCR vy utilizando oligos de actina42A se
tomaron alicuotas a los 20, 22, 24, 26, 28 y 30 ciclos. Cada ciclo consistié en un
paso inicial de desnaturalizacion (94°C), seguido de alineamiento (60°C) y un paso
final de extension (72°C). Para las reacciones se utilizé un volumen final de 25 pL,
empleando 20 pL de “AmpliTaq Gold™ 360 Master Mix” (Applied Biosystems), 1 uL

de los oligos forward (Fw) y reverse (Rv), ademas de 2 pL de la muestra de ADNc.

Analisis semicuantitativo
Los amplicones obtenidos fueron cargados en geles de agarosa [1%] separados por
electroforesis a 70 V vy digitalizados con un fotodocumentador de luz UV y
procesados en un software de analisis de imagen (GelQuant V.1.8.2) para
establecer las cantidades relativas de pixeles por banda, los valores se normalizaron

considerando al gen constitutivo actina42A como control.

Pruebas estadisticas
Ya que los datos no se ajustan a una distribucion de tipo normal, fue necesario

emplear analisis de tipo no paramétrico; se utilizo la prueba Kruskall-Wallis (K-W),
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considerando un intervalo de confianza del 95% (p < 0.05) para determinar si los

tratamientos mostraban cambios significativos entre las cantidades de transcritos.

RESULTADOS

Secuencias de los oligonucledtidos disefiados para las HSPs
A continuacion, se muestran las secuencias Fw y Rv de los oligos disefiados,
incluyendo temperaturas de alineamiento (Tm) y el tamafio de los amplicones (Tabla
1). A partir de las secuencias obtenidas (Anexo) se realizaron alineamientos locales
utilizando la herramienta BLAST de NCBI, con la que se determin6 que poseen una
identidad del 95-98% respecto a las HSPs correspondientes despositadas en la

base de datos.

Tabla 1. Secuencias e identidad de los oligonucledtidos disefiados para la amplificacién de secuencias

especificas. La identidad fue obtenida mediante el software en linea BLAST y la base de datos de NCBI.
Amplicon
Gen Secuencia Tm | Identidad (No.
Bases)

Fw TCGCTATCTACTCTGCTTTC @ 58

Hsp26 97% 118
Rv ~ CGCAAGGGCATCCGTTGA 58
Fw  CTCGGCGTGGAGATTGTG 58

Hsp60 97% 191
Rv GTCTGTGATGGCGGTGC 56
Fw GGAGTATAAGGGTGAGTCC @ 58

Hsp70 98% 175
Rv = GGCTCATTGATGATGCGGA | 58

Fw ACGATGAGGCTGATGATGAG 60
Hsp83 95% 149
Rv  CCAGATGGGCTTGGTCTTG 60

Los productos obtenidos a partir de las reacciones de amplificacion con los oligos
disefiados se muestra en la Figura 11. Las condiciones para estas reacciones
consistieron de 30 ciclos, considerando las Tm y empleando el ADN gendémico

extraido de las larvas (L3) de D. melanogaster como molde.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa [1%]. Amplicones producto de PCR (30 ciclos) utilizando los
oligonucleétidos sintetizados a partir del ADN genémico como molde. Carriles: 1) Marcador molecular, 2)
actina42A, 3) Hsp26, 4) Hsp60, 5) Hsp70, 6) Hsp83.

Extracciones de ARN total
Las muestras de ARN total extraidas del tejido de las larvas fueron cargadas en un
gel desnaturalizante de agarosa [1%] en donde se observaron bandas que

corresponden con las subunidades del ARN ribosomal (Fig. 12).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa [1%)]. Extracciones de ARN total de las larvas (L3) tratadas.

Carriles: 1) marcador molecular; 2) agua Mili-Q; 3) 4-NQO; 4) cafeina; 5) FB; 6) acetona.

Para asegurar la integridad y pureza de las muestras, estas, fueron analizadas en
un espectofotbmetro de microvolimenes (NanoDrop) con el cual se obtuvieron las
concentraciones y absorbancias, se consideré una relacibn A260/280 con valores

cercanos a 2.00 como criterio (Tabla 2).
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Tabla 2. Relaciones de absorbancia 260/280 y concentracion de las muestras del ARN total extraido.

ARN total
Compuesto | A260/280
(ng/pL)
Agua Mili-Q 1.85 188.6
4-NQO 1.87 498.8
Acetona 1.98 160.4
FB 2.05 284.7
Cafeina 1.98 623.2

Sintesis de ADNc y estandarizacién de las condiciones de
amplificacién
Para la sintesis de ADNc se utilizaron 2 ug del ARN total de cada extraccion y el kit
“First Strand cDNA Synthesis” (Thermo Scientific), utilizando oligo (dT)is, un
inhibidor de RNasa, y la enzima transcriptasa reversa “RevertAid” de acuerdo con

el protocolo del fabricante.

En la estandarizacién de las condiciones de amplificacion se realizaron reacciones
a través de RT-PCR (30 ciclos), utilizando los oligos del control constitutivo
(actinad42A) y las muestras de ADNc como molde. Se tomaron alicuotas cada dos
ciclos a partir de los 20 y éstas se emplearon para electroforesis en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1%.

Los geles fueron digitalizados en fotodocumentador y con un software de analisis
de imagenes (GelQuant) se obtuvieron las densidades de pixeles, registrandose el
ciclo previo a la saturacion de las bandas para cada tratamiento (Figura 13), con lo

gue posteriormente se obtuvieron las densidades relativas.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa [1%)]. Estandarizacion de las condiciones de amplificacion
mediante RT-PCR (20-30 ciclos). Larvas de D. melanogaster (L3) tratadas con cafeina [7.7 mM].

Niveles relativos de transcritos de genes que codifican HSPs

Tratamiento con agua Mili-Q

En las larvas tratadas con este vehiculo se registraron bandas definidas para los
cuatro genes evaluados en ambos experimentos independientes. Ademas, las
densidades relativas respecto al control mostraron niveles similares en comparacion
a actina entre ambas réplicas (Figuras 14ay 14b). Las intensidades de las bandas
correspondientes a Hsp26, Hsp60 y Hsp70 son mas tenues que actina, mientras

gue para Hsp83 son mas intensas.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa [1%]. Amplicones de los transcritos de genes codificantes para
HSPs en larvas (L3) de D. melanogaster tratadas con agua Mili-Q. a) ler réplica, b) 2da réplica. Carriles: 1)
marcador molecular, 2) actina42A, 3) Hsp26, 4) Hsp60, 5) Hsp70, 6) Hsp83.

Tratamiento con Fenobarbital [1 mM]

En la Figura 15 se observan diferencias entre las densidades relativas de ambas
réplicas, en la primera solamente las bandas de Hsp70 y Hsp83 son mas intensas
que el control, mientras que en el segundo experimento son las bandas
correspondientes a Hsp60 y Hsp83 las que muestran un aumento en la intensidad
respecto al control. Unicamente la respuesta transcripcional de Hsp83 fue

reproducible.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa [1%)]. Amplicones de los transcritos de genes de HSPs de las
larvas tratadas con FB [1 mM]. a) ler réplica, b) 2da réplica. Carriles: 1) marcador molecular, 2) actina42A, 3)
Hsp26, 4) Hsp60, 5) Hsp70, 6) Hsp83.
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Tratamiento con Cafeina [7.7 mM]

Las densidades de las bandas que corresponden a Hsp26 y Hsp70 son diferentes
entre ambas réplicas, pero se observa que las intensidades de las bandas de Hsp60
y Hsp83 son mayores respecto al control constitutivo, observandose una respuesta

conservada en ambos experimentos para estos dos transcritos.

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa [1%)]. Amplicones de los transcritos de genes de HSPs en larvas
tratadas con cafeina [7.7 mM]. a) ler réplica, b) 2da réplica. Carriles: 1) marcador molecular, 2) actina42A, 3)
Hsp26, 4) Hsp60, 5) Hsp70, 5) Hsp83.

Tratamiento con Acetona [2%]

Las intensidades de las bandas son menores que el control en todas las HSPs
evaluadas del primer experimento (Figura 17a), mientras que, en el segundo se
mantuvieron densidades menores de las bandas correspondientes a Hsp26, Hsp60
y Hsp70 respecto a actina, aunque la respuesta de Hsp83 no fue reproducible
(Figura 17b).
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa [1%)]. Amplicones de los transcritos de genes de HSPs en larvas
tratadas con acetona [2%]. a) ler réplica, b) 2da réplica. Carriles: 1) marcador molecular, 2) actina42A, 3)
Hsp26, 4) Hsp60, 5) Hsp70, 5) Hsp83.

Tratamiento con 4-NQO [2 mM]

En el primer experimento no se distinguen amplicones de Hsp26 o Hsp70 en la
matriz de agarosa, mientras que, para Hsp60 y Hsp83 se registraron densidades
por debajo del control constitutivo (Figura. 18a), en contraste, en el segundo
experimento la respuesta de Hsp60 es mas elevada que actina y las respuestas de
Hsp70 y Hsp83 son menores, pero si presentan bandas definidas (Figura 18b). La
Gnica respuesta reproducible fue la induccion transcripcional de Hsp83, que mostré

disminucién respecto a actina en ambas réplicas.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa [1%)]. Amplicones de los transcritos de HSPs en larvas tratadas
con 4-NQO [2 mM]. a) ler réplica, b) 2da réplica. Carriles: 1) marcador molecular, 2) actina42A, 3) Hsp26, 4)
Hsp60, 5) Hsp70, 5) Hsp83.

24



En la Tabla 3 se observa que, con excepcion de los organismos tratados con agua
Mili-Q, no todas las densidades relativas de los transcritos correspondientes a las

HSPs evaluadas fueron reproducibles entre réplicas.

Tabla 3. Cambios de densidades de transcritos relativas al gen constitutivo (actina42A) en ambos
experimentos independientes. Los asteriscos (*) indican las respuestas transcripcionales reproducibles entre
las dos réplicas.

Gen Agua Mili-Q Acetona 4-NQO FB Cafeina
Exp.1 | Exp.2 | Exp.1 | Exp.2 | Exp.1 | Exp.2 | Exp.1 | Exp.2 | Exp. 1 | Exp. 2
Hsp26 i 4 v v v d v o v v
0.3621 | 0.3868 | 0.633 | 0.251 0 0.028 0 0.707 | 0.653 | 1.204
Hsp60 * v v * v v v v *
0.7950 | 0.4694 | 0.592 | 0.964 | 0.6398 | 1.438 | 0.2667 | 2.361 | 1.591 | 1.323
Hsp70 * v v * v \ ° v v v
0.9345 | 0.6623 | 0.342 | 0.358 0 0.505 | 1.686 | 0.652 | 1.093 | 0.422
* * * * * * *
Hsp83 1.0644 | 1.1672 | 0.607 | 1.606 | 0.478 | 0.917 | 2.269 | 3.606 | 2.031 | 1.344

Andlisis estadistico
Debido a que estos datos no se encuentran ajustados a una distribucion de tipo
normal, se emplearon pruebas no paramétricas para realizar los andlisis; mediante
la prueba K-W para comparaciones multiples y un intervalo de confianza del 95%
se evaluaron los efectos de los tratamientos sobre las cantidades relativas de

transcritos (Tabla 4).

Tabla 4. Hipétesis nulas y alternativas del efecto de los tratamientos sobre la transcripcion de las familias de

HSPs evaluadas mediante la prueba de K-W (a = 0.05).
Efecto evaluado  Ho/Ha Hipotesis
Los tratamientos empleados no tienen efecto

sobre las cantidades relativas de transcritos.

Tratamiento : :
Los tratamientos empleados tienen efecto sobre

las cantidades relativas de transcritos.

Ya que los valores calculados de “p” son mayores que 0.05, se considera que no
existen pruebas suficientes para rechazar Ho en ninguno de los casos, por lo que se

concluye que, bajo las condiciones evaluadas en el presente trabajo, los
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tratamientos empleados no modulan significativamente las cantidades relativas de

transcritos entre pares de medianas muestrales (Tabla 5).

“an

Tabla 5. Valores calculados de “p” de Kruskal-Wallis para las medianas muestrales. Se rechaza Ho cuando p

< 0.05.
Gen Valor p
Hsp26 0.512
Hsp60 0.604
Hsp70 0.567
Hsp83 0.308

Cantidades relativas de transcritos codificantes entre tratamientos
Agua Mili-Q y 4-NQO: Con excepcion de los niveles de transcritos de Hsp60, se
pueden observar cantidades relativas menores al control en las larvas tratadas con
4-NQO (Figura 20), y, considerando los datos reproducibles entre réplicas, es
posible afirmar que hay una disminucién en la respuesta transcripcional de Hsp83

como respuesta al compuesto.
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Figura 20. Variaciones entre las cantidades relativas medias de transcritos inducidas en larvas (L3) tratadas

con agua Mili-Q y 4-NQO [2 mM].

Agua Mili-Q y cafeina: Las cantidades medias de transcritos registradas en el
tratamiento con cafeina son mas elevadas que las observadas en su vehiculo de

disolucién (Figura 21), en particular, las HSPs con respuestas reproducibles (Hsp60
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y Hsp83) mostraron un aumento de las cantidades relativas al compararlas con agua

mili-Q, indicando un aumento de la transcripcion.
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Figura 21. Diferencias entre las cantidades medias de transcritos inducidos en larvas (L3) tratadas con agua

Mili-Q y cafeina [7.7 mM].

Agua Mili-Q y FB: En la Figura 22 se observan cambios en las cantidades relativas

medias de HSPs en respuesta al tratamiento con FB comparado con agua mili-Q,

hay aumentos de la respuesta transcripcional de Hsp60, Hsp70 y Hsp83. Ademas,

considerando la respuesta replicable de Hsp83, es posible afirmar que cuando las

larvas (L3) de D. melanogaster son tratadas con FB [1 mM], hay un aumento en la

transcripcion de este gen como respuesta.
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Figura 22. Diferencias entre las cantidades medias de transcritos de larvas (L3) en respuesta a FB [1 mM] y

agua Mili-Q.
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4-NQO y FB: Al contrastar las respuestas transcripcionales conservadas de Hsp83
entre las réplicas de ambos tratamientos se observa que, pese a que ambos
compuestos son genotéxicos, solamente FB induce un aumento, mientras que 4-

NQO tiende a disminuir las cantidades de transcritos (Figura 24).
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Figura 24. Diferencias entre los niveles medios de transcritos inducidos en las larvas (L3) tratadas con 4-NQO
[2 mM]y FB [1 mM].

4-NQO y cafeina: Las larvas tratadas con cafeina presentaron cantidades relativas
de transcritos mas elevadas que las observadas en el tratamiento con 4-NQO; la
respuesta transcripcional de Hsp83 fue reproducible en ambos tratamientos y al
compararlas es posible resaltar la modulacion diferencial, siendo 4-NQO el
compuesto que genera menor expresion que la cafeina a pesar de su potencial

genotdxico.
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Figura 25. Diferencias entre los niveles de transcritos inducidos en las larvas (L3) tratadas con 4-NQO [2 mM]
y cafeina [7.7 mM].

DISCUSION

Cafeina
En la Figura 21 se observa que las cantidades medias de transcritos de Hsp26 son
mayores al control, pero no es posible afirmar modulacion transcripcional ya que no
hubo reproducibilidad de este gen en respuesta a la cafeina [7.7 mM], sin embargo,
algunos autores han descrito que los miembros de esta familia (SHSPs) son
dependientes de la concentracion; la exposicion de células embrionarias de D.
melanogaster a 1 mM no indujo la respuesta de Hsp26 o Hsp27, pero, empleando
una mayor concentracion [30 mM] se registré el aumento significativo de un ortdlogo
de la familia de las sHSP (HSP-16.2) (Buzin y Bournias-Vardiabasis, 1984; Al-Amin

et al., 2016).

El efecto de la cafeina en la expresion de los miembros de la familia HSP70 ha sido
previamente evaluado en estudios acerca de la HSR, en donde fue empleado como
marcador molecular y se determiné una induccién transcripcional diferencial que

también es dependiente de la concentracion (Brunquell, 2017; Al-Amin et al., 2016).

La respuesta conservada de Hsp60 y Hsp83 en las larvas (L3) tratadas con el
compuesto mostré un aumento de las cantidades de transcritos al compararlas con

su vehiculo (agua mili-Q) (Figura 21), esto, es congruente con trabajos previos, en
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los que se ha registrado que la capacidad genotoxica de la cafeina tiene influencia

sobre la HSR y modifica la respuesta transcripcional de las HSPs (Brunguell et al.,

2017). Lu et al., en 2008, reportaron que una dosis de 2 mM por 24h del compuesto

estimula el estrés oxidante intracelular de manera directa, promoviendo el aumento
en la produccién de EROs en osteoblastos, si bien, observaron una disminucion de

HSP90 a nivel de proteina, esto parece ser una respuesta dinamica; Pollack et al.

(2009) evaluaron el efecto téxico de la cafeina en algas endosimbiontes de corales
y observaron que los niveles proteinicos de las familias HSP60, HSP70 y HSP90
fueron modulados dependiendo de la especie y en respuesta a cafeina 0.3 mM hubo
un aumento de 2-3 veces respecto al control en Symbiodinium sp. mientras que en

S. goreaui disminuyeron hasta 9 veces.

Fenobarbital
El tratamiento con FB [1 mM] mostré variaciones en las cantidades de transcritos
respecto al control negativo (Figura. 22), pero Unicamente la respuesta
transcripcional de Hsp83 fue reproducible en ambas repeticiones y es
comparativamente mas elevada que en el tratamiento con agua mili-Q. No hay
muchos estudios sobre la influencia del metabolismo del FB en la induccion de
HSPs, sin embargo, se han encontrado conclusiones contrastantes; algunos
estudios han reportado que el tratamiento con el compuesto no parece modificar la

respuesta transcripcional de Hsp70 y Hsp83 en ratas (Carr et al., 1986; Lin et al.,

1994), pero, Timsit y Negishi (2014) en un posterior trabajo observaron que tras la

activacion de CAR durante el metabolismo de FB, hay modificaciones de las familias
HSP90, HSP70 y HSP60 a nivel de proteina que permiten la modulaciéon de la

concentracion de este receptor.

4-NQO
Al comparar la respuesta de Hsp83 observada entre los tratamientos de agua mili-
Q y 4-NQO se detectaron menores cantidades de transcritos en este ultimo (Figura
20), ademas, si se contrasta con los controles positivos cafeina y FB, que indujeron

un aumento en la cantidad de transcritos, puede determinarse que, a las presentes

30



condiciones, el tratamiento con 4-NQO modula negativamente la respuesta
transcripcional de Hsp83.

Si bien la disminucion de la cantidad de transcritos de Hsp83 no era esperada, ya
que trabajos previos reportaron dafio oxidante ocasionado por el compuesto (Arima
et al., 2006), existen estudios anteriores en los que se ha observado que la

expresion de las HSPs puede fluctuar en respuesta a diversos factores. Por ejemplo,
Singh y colaboradores observaron variaciones de la respuesta transcripcional,
registrando no solamente cambios dependientes del compuesto y familia de HSP,
sino también variaciones en las cantidades de transcritos a través del tiempo y en

respuesta a la co-exposicion entre diferentes compuestos (Singh et al., 2009; Singh

et al., 2010), mientras que, en el trabajo de Vazquez-Gomez (2011) se reportd que

en la respuesta de Hsp60 al tratar dos cruzas de larvas D. melanogaster (L3) con
una micotoxina (zearalenona) hay una disminucion de la cantidad de transcritos
respecto al control constitutivo (-1.76 veces) en la linea flr® y un drastico aumento
en la linea resistente a insecticida OR(R)-flr® (+15.72 veces).

Tomando esto en cuenta, también es posible que la solubilizacién de 4-NQO en
acetona haya modificado la expresion de los genes Hsp, ya que se ha reportado

gue este compuesto posee toxicidad moderada (Hewitt et al., 1987) debido su

capacidad para generar EROs (Armutcu et al., 2005), inducir la expresion de

Cyp450 (Ronis et al., 1998; Ramirez-Pérez, 2018) y producir dafio oxidante a través

de metabolitos secundarios como el metilglioxal (Casazza et al., 1984). Ademas, ya

gue el compuesto induce la formacion de aductos que pueden dafar al ADN de
manera similar a los rayos UV, cabe la posibilidad de que los mecanismos
involucrados en responder a este tipo de dafio, es decir, la reparacién por escision
de nucledtidos y la reparacion por escision de bases también hayan modulado la
respuesta de las Hsp, debido a que estas forman parte importante del proceso de
reparacion (Mendez et al., 2000; Sottile y Nadin, 2018).

Los cambios de la respuesta transcripcional son un reflejo de las distintas rutas de

accion e interactomas de cada HSP involucrada (Morton et al., 2006; Shrestha et

al., 2016). El mecanismo de HSR es dinamico e induce expresiones diferenciales

gue permiten a los organismos moderar el dafio, dependiendo del compuesto,
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concentracion y tiempo de interaccién con éste (Bruce et al., 1993; Moore et al.,

2003; Jovic et al., 2017). Los niveles transcripcionales bajos de las HSPs han sido

parcialmente atribuidos al costo energético de ser expresadas en organismos bajo

constante exposicion a estrés (Bettencourt et al, 1999; Magdalena et al., 2011), ya

que se ha especulado que puede suscitarse la disminucion de la expresién en
estadios larvarios para mantener la fecundidad en la etapa adulta y otras proteinas

pueden suplir la funcidon, como Hsc70 (Lansing et al., 2000), aunque no hay una

gran cantidad de estudios sobre este fenémeno.

Considerando lo anterior, puede decirse que, al ser mecanismos dindmicos y
dependientes de diversas variables, no es posible utilizarlas como marcadores
universales de estrés oxidante, ya que es necesario tomar en cuenta la respuesta
transcripcional de las HSPs frente al compuesto, a diferentes concentraciones y
distintos puntos en el tiempo para posteriores trabajos. Ademas, el uso de acetona
como vehiculo de disolucion para 4-NQO podria estar induciendo estrés oxidante
que altera la expresidn génica, impidiendo la evaluacién de la respuesta al

compuesto.

CONCLUSIONES
No hay diferencias significativas entre las cantidades de transcritos inducidas en las
larvas tratadas con 4-NQO [2 mM], cafeina [7.7 mM], FB [1 mM] y las larvas tratadas

con los vehiculos (agua mili-Q y acetona 2%).

Con excepcion de las larvas tratadas con agua mili-Q, las cantidades de transcritos
inducidas no fueron reproducibles en todos los tratamientos.

El tratamiento con cafeina [7.7 mM] induce un aumento reproducible de las
cantidades medias de transcritos de Hsp60 y Hsp83 en comparacion al tratamiento

con agua mili-Q.

En respuesta al tratamiento con FB [1 mM] hay una induccion transcripcional mas

elevada que las detectadas en su vehiculo de disolucion.
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Como respuesta al tratamiento con 4-NQO [2 mM], se indujo una cantidad media de

transcritos de Hsp83 menor que en el tratamiento con agua mili-Q.
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ANEXO

Secuencias de amplicones generadas por los oligonucle6tidos disefiados.

— Hsp26
GGTCATAGGGCCGCGCCCATCTACGAGCTTGGACTGGGATTGCATCCGCCATTCCC

GCTACGTGCTGCCCCTTGGCACTCAGCAGCGCCGTTCCATCAACGGATGCCCTTGC
GATAACA

— Hsp60
TCGGCGTGGTCTATTGTGCGTCGTGCCCTGCGCATGCCATGCATGACGATTGCCAAG

AACGCCGGCGTTGATGGCGCCATGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAATCAGGCCGGTGA
CTACGGCTACGATGCGCTGAAGGGCGAATACGGCAACCTGATCGAGAAGGCATCTC
GAGACT

— Hsp70
GACCTGGAGGAACAGCTCGATGGTGCTGACCAAGATGAAGGAGACGGCGGAGGCGT

ATCTGGGCGAGAGCATCACAGGATGCAGTCATCACAGTTCCAGCTTACTTCAACGAC
TCTCAGCGCCAGGCTACCAAAGACGCCGGTCACATCGCCGGCCTGAATGTGCTCCG
CATCATCAATGAGCCCAGGGTCTGGTGGTCGATCGACTACCCCCACTGCTGCTGAAT
GATCATCTTCTTTAGCTGCTAGCAAGCCCATTGTGCGACGCGCCACGATTGTTTAGTG
CAGTGCCGGAAACTCCAGCTCACCGCTGCAATGTGCGCGCGGAAGGATACCCCAGA
CCATTTCCCTGAAACGTCGGATAAGAACTACATCTCGCGGGACTCACCCTTATAATAC
CAACAA

— Hsp83
GAGTTAGAGAGAGGAGTGGAGATGATGAGCCCAAAATCGAGGATGTTGGCGAGGAT

GAGGATGCCGACAAGAAGGACAAGGATGCCAAGAAGAAGAAGACCATCAAGGAGAA
GTACACTGAGGATGAGGAGCTGAACAAGACCAAGCCCATCTGGAAGCAATCCCGATG
ATATCTCCCAGGAGGATACGGCCAGTTCTACAAATCGGTGACCAACGACTGGGAGGA
TCATCTGGGCGGCAAGCACTTCACCGTGGAGGGTCTTCTGGAGTTCCGTGCTCTGCT
CATTATCACCCTCATCGTAAGAAAGGATCTCAGCG
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