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Resumen  

 

Las chaperonas moleculares son proteínas que interactúan con proteínas que no tienen un 

plegamiento nativo y ayudan a recuperar su conformación nativa. La mayoría de las 

proteínas son metaestables y pueden adquirir distintas conformaciones o desnaturalizarse 

parcialmente, por lo que las chaperonas son esenciales para mantener a las proteínas 

funcionales dentro de las células. Además evitan la agregación de las proteínas en 

condiciones con o sin estrés (Hartl et al., 2011). A pesar de su gran diversidad, las 

chaperonas exhiben algunas características comunes como: su presencia en diferentes 

compartimentos celulares así como en el medio extracelular, su expresión en condiciones 

sin estrés pero sobre todo durante el estrés, su abundancia y gran capacidad para 

interaccionar con diversas proteínas sin que la interacción dependa de dominios o 

secuencias específicas (Hartl et al., 2011; Nava Ramírez & Hansberg, 2020a). Una de las 

formas de clasificar las chaperonas es según su requerimiento energético: las que dependen 

del ATP y las independientes del ATP (Hiller & Burmann, 2018; Suss & Reichmann, 

2015). En este último grupo se han identificado algunas proteínas de la respuesta 

antioxidante de las células que tienen actividad de chaperona además de su actividad 

catalítica, como son las peroxirredoxinas, las tiorredoxinas y las disulfuro isomerasas 

(Goemans et al., 2018; Jang et al., 2004; Kern et al., 2003; Wang et al., 2015). 

En el presente trabajo se describe que las catalasas de subunidad grande también tienen 

actividad de chaperona (Nava-Ramírez, 2017; Nava-Ramírez & Hansberg, 2020b). Esta 

actividad de chaperona radica en el dominio carboxilo-terminal (C-terminal) que tiene una 

estructura parecida a la chaperona DJ-1, razón por la cual se ha incluido en la superfamilia 

DJ-1/ThiJ/PfpI. Al igual que otras chaperonas, las catalasas de subunidad grande son 

proteínas abundantes en la célula y se inducen en diferentes condiciones de estrés.  

Se evaluó la actividad de chaperona del dominio C-terminal de las catalasas de subunidad 

grande, principalmente de la CAT-3 del hongo Neurospora crassa, en condiciones in vitro 

e in vivo, demostrando que protege a otras proteínas de la desnaturalización por calor, por 8 

M de urea o por oxidación con H2O2. Esta actividad se comparó con la de Hsp31, que es 

ortólogo de DJ-1. El C-terminal de estas catalasas y la Hsp31 ayudan a recuperar la 
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conformación nativa de una proteína después de su desnaturalización. Además, se evaluó el 

mecanismo de acción de la actividad de chaperona del dominio C-terminal, evidenciando 

que depende de interacciones de tipo hidrofóbicas y electrostáticas. También se determinó 

que la función de chaperona de la CAT-3 y su domino C-terminal ayudan a aumentar la 

supervivencia de Escherichia coli en condiciones de estrés oxidante o por calor. Por último, 

en mutantes de N. crassa, la deficiencia del dominio C-terminal de la CAT-3 afecta la 

velocidad de crecimiento del hongo, así como la germinación y la conidiación. 
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Introducción 

1. Las chaperonas moleculares 

El citosol es una matriz fluida compuesta por cientos de sustancias disueltas en agua que 

contiene alrededor de 400 mg/mL de macromoléculas en constante movimiento (Hartl et 

al., 2011; Koldewey et al., 2017; Zimmerman & Trach, 1991). Con esta concentración en el 

citosol, la gran cantidad de interacciones que continuamente ocurren entre macromoléculas 

favorecen la realización de las funciones celulares, pero también pueden producir 

conformaciones alternativas a la estructura nativa de las proteínas, que son inactivas y se 

pueden agregar (Ellis & Minton, 2006; Hall, 2020; Hartl et al., 2011). 

Otras causas de la pérdida de la estructura nativa de las proteínas son las mutaciones, los 

defectos en la biogénesis de las mismas (como los errores en la traducción), el estrés 

medioambiental (como es el estrés oxidante o el estrés por calor) y la agregación que se 

genera con el envejecimiento celular. Las proteínas que han perdido la conformación nativa 

suelen formar agregados, los cuales pueden causar perturbaciones en la actividad de las 

células (Ellis & Minton, 2006; Hartl et al., 2011). 

Las chaperonas moleculares se pueden definir como proteínas que se une a proteínas que 

tienen un plegamiento no nativo y al interactuar con ellas las estabilizan, y en algunos casos 

les permite recuperar su conformación nativa. Son esenciales para las células debido a que 

mantienen las proteínas en su conformación funcional y además evitan que las proteínas 

mal plegadas se agreguen, particularmente en condiciones de estrés. También participan en 

diversos procesos celulares, como en el plegamiento de novo de las proteínas durante la 

traducción, en el transporte de proteínas, y durante la degradación de proteínas, siendo una 

pieza clave en la homeostasis celular. Además, reducen el efecto de las mutaciones que 

causan agregación de proteínas (Hartl et al., 2011; Hartl & Hayer-Hartl, 2009). 

En la actualidad se conocen múltiples proteínas con función de chaperona, las cuales 

exhiben una gran diversidad de estructuras y comparten algunas características comunes: 

están presentes en diferentes compartimentos celulares así como en el medio extracelular, 

son abundantes, tienen una gran capacidad para interaccionar con diversas proteínas sin que 
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la interacción dependa de dominios o secuencias específicas y se expresan durante el estrés 

o según el proceso celular en el que participan (Hartl et al., 2011; Nava-Ramírez & 

Hansberg, 2020a). La mayoría de las chaperonas moleculares participan en procesos 

celulares específicos (Saibil, 2013).  

Hay diferentes maneras de clasificar las chaperonas moleculares, aunque el requerimiento 

energético las cataloga mejor, pues permite una mejor comprensión de sus mecanismos de 

acción. Según esto, las chaperonas se dividen en dos grandes grupos: las que dependen del 

ATP y las independientes del ATP (Hiller & Burmann, 2018; Suss & Reichmann, 2015). 

1.1. Las chaperonas dependientes del ATP 

Las chaperonas dependientes del ATP suelen ser de alto peso molecular y formar 

complejos para realizar la actividad de chaperona, además de emplear ciclos de hidrólisis 

de ATP junto con amplios cambios conformacionales para reconocer, plegar y liberar las 

proteínas sustrato (Hiller & Burmann, 2018; Nava-Ramírez & Hansberg, 2020a). Los 

ejemplos más estudiados son Hsp60 (GroEL/ES), Hsp70/Hsp110 (DnaK), Hsp104 (ClpB), 

y Hsp90 (HtpG) (Hartl et al., 2011; Hiller & Burmann, 2018). 

1.2. Las chaperonas independientes del ATP 

Las chaperonas independientes del ATP son un grupo diverso y ubicuo de proteínas, 

generalmente de bajo masa molecular (12 - 43 kDa) (Jaspard & Hunault, 2016). Estas 

chaperonas protegen a otras proteínas de la desnaturalización evitando la agregación, y en 

algunos casos, ayudan a recuperar la estructura nativa de las proteínas desnaturalizadas sin 

recurrir a un gasto energético. Se ha reportado para muchas de estas chaperonas que tienen 

otra función además de su actividad de chaperona, generalmente una actividad enzimática, 

como ejemplo, de proteasa o de isomerasas (Hall, 2020; Nava-Ramírez & Hansberg, 2020a; 

Suss & Reichmann, 2015). 

Las chaperonas de bajo peso molecular se han empleado como un buen modelo de estudio 

para entender su mecanismo de acción y la forma en la que interaccionan con las proteínas 

desdobladas. Una de las proteínas más estudiadas es la chaperona bacteriana Spy. Su 

mecanismo de acción se basa principalmente en la unión de superficies hidrófobas flexibles 
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con las superficies hidrófobas expuestas de la proteína desdoblada, junto con interacciones 

de alta afinidad, como interacciones electrostáticas (Hiller & Burmann, 2018; Koldewey et 

al., 2016). El mecanismo de acción de las chaperonas independientes del ATP es similar al 

de Spy, aunque puede variar un poco en qué tipo de interacción participa más (Webster et 

al., 2019). 

2. Enzimas antioxidantes con actividad de chaperona 

En la actualidad se sabe que algunas proteínas que participan en la respuesta antioxidante 

de las células tienen actividad de chaperona, además de su actividad catalítica. Protegen a la 

célula de la desnaturalización y de la agregación de proteínas mal conformadas y lo hacen 

de manera independiente del ATP. Las enzimas antioxidantes que tienen actividad de 

chaperona conocidas hasta ahora son: las peroxirredoxinas, las tiorredoxinas y las disulfuro 

isomerasas (Goemans et al., 2018; Jang et al., 2004; Kern et al., 2003; Wang et al., 2015). 

Las peroxirredoxinas de dos cisteínas previenen la desnaturalización de otras proteínas 

durante condiciones de estrés oxidante o por calor, evitando la agregación (Jang et al., 

2004; Lee et al., 2009; Teixeira et al., 2015). La actividad de chaperona de estas 

peroxirredoxinas depende del estado de oxidación. Cuando se encuentra reducida la cisteína 

del sitio activo, su actividad de chaperona es muy baja y se encuentra principalmente como 

monómero; esto también se observa en la conformación dimérica cuando las cisteínas de su 

sitio activo forman puentes disulfuro. Cuando esta como monoméro o dímero llevan a cabo 

la actividad de peroxidasa. En cambio, cuando la cisteína del sitio activo se hiperoxida a 

ácido sulfínico (-SO2H) o sulfónico (-SO3H), los dímeros hiperoxidados forman decámeros 

o dodecámeros. En estas conformaciones pierden la actividad de peroxidasa y la actividad 

de chaperona se incrementa considerablemente. Estas peroxirredoxinas pueden regresar a la 

forma monomérica o dimérica cuando la cisteína hiperoxidada del sitio activo se reduce, el 

grupo de ácido sulfínico se puede reducir mediante la sulfirredoxina reductasa de ácido 

sulfínico; en cambio, en cambio, la formación del ácido sulfónico es irreversible (Barranco-

Medina et al., 2009; Zeida et al., 2020).  

Las tiorredoxinas con actividad de chaperona evitan la desnaturalización y agregación de 

otras proteínas, además de que ayudan a recuperar la estructura nativa de las proteínas 
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parcialmente desdobladas en condiciones de estrés oxidante o por calor. Las tiorredoxinas 

tienen un motivo denominado Trx, mediante el cual interaccionan con las proteínas 

desnaturalizadas (Du et al., 2015; Kern et al., 2003; Lee et al., 2009). Su actividad de 

chaperona depende del estado de oligomerización: al aumentar la temperatura en la célula 

se forman oligómeros, como hexámeros o multímeros mayores, con lo cual aumenta 

considerablemente la actividad de chaperona, pero pierden su actividad enzimática; esta 

conformación es reversible cuando disminuye la temperatura. En cambio, en la forma 

monomérica tienen principalmente actividad de reductasa de disulfuro y la actividad de 

chaperona está disminuida (Lee et al., 2009). 

Las disulfuro isomerasas tienen actividad de chaperona ya que evitan la desnaturalización 

de otras proteínas, además de ayudar al correcto plegamiento con la formación de puentes 

disulfuro, lo cual ocurre en el retículo endoplásmico en eucariontes y en el periplasma en 

bacterias (Shao et al., 2000; Tsai et al., 2001; Wang, 2002; Wilson et al., 1998). La 

actividad de chaperona de estas enzimas es a través de su interacción con las proteínas 

desdobladas que tienen un dominio b'. Esta interacción está regulada por el estado redox de 

las disulfuro isomerasas, ya que la asociación con las proteínas sustrato requiere la 

disociación del disulfuro de su sitio activo (Lumb & Bulleid, 2002; Tsai et al., 2001). 

Recientemente hemos descrito que las catalasas de subunidad grande (LSC) también tienen 

actividad de chaperona, evitando la desnaturalización de otras proteínas y ayudando a 

recuperar la conformación nativa de las proteína sustrato (Nava-Ramírez, 2017; Nava-

Ramírez & Hansberg, 2020b). La actividad de chaperona se debe al dominio carboxilo-

terminal, el cual tiene una estructura parecida a la de la chaperona DJ-1, por lo que este 

dominio ha sido incluido en la superfamilia DJ-1/ThiJ/PfpI. 

3. Las chaperonas de la superfamilia DJ-1/ThiJ/PfpI 

La superfamilia de proteínas DJ-1/ThiJ/PfpI es muy diversa y está presente en los tres 

dominios de la vida (Bandyopadhyay & Cookson, 2004). Las proteínas de esta superfamilia 

se caracterizan por tener un dominio DJ-1 o ThiJ, con plegamiento tipo Rossmann, 

caracterizado por un arreglo de hebras beta paralelas unidas por hélices alfa, elementos 

dispuestos generalmente en dos unidades beta-alfa-beta (Wei et al., 2007). Estas proteínas 
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cuentan con una triada catalítica Cys-His-Glu/Asp en medio del dominio DJ-1; sin 

embargo, no todos los miembros de la superfamilia tienen la triada catalítica completa 

(Horvath & Grishin, 2001; Lucas & Marín, 2007). 

En esta superfamilia existen proteínas con actividad de chaperona, siendo las más 

estudiadas la DJ-1 humana y la Hsp31 de E. coli. Una característica común de las 

chaperonas de esta superfamilia es que tienen una estructura cuaternaria de dímero. Los 

dímeros se pueden clasificar según la forma en la que se unen los monómeros en el dímero, 

que puede estar relacionado con la manera en la que interaccionan con las proteínas mal 

plegadas (Jung et al., 2012; Wei et al., 2007).  

La DJ-1 de humano evita la agregación de proteínas in vitro e in vivo. Ha sido muy 

estudiada por estar relacionada con enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y 

el Alzheimer, padecimientos en los que ciertas mutaciones en DJ-1 que tienen disminuida 

la función de chaperona favorecen la agregación de algunas proteínas en el cerebro, como 

la α-sinucleína (Alvarez-Castelao et al., 2012; Dolgacheva et al., 2019). Aunque no se 

conoce con exactitud el mecanismo de acción de la actividad de chaperona, está relacionada 

con el estado redox, ya que la oxidación de la cisteína conservada en el sitio activo  

aumenta significativamente esta actividad y le confiere la capacidad de desagregasa, 

favoreciendo la eliminación de las fibrillas de -sinucleína (Shendelman et al., 2004; Zhou 

et al., 2006). Además, la región hidrofóbica de la DJ-1 humana (Val-146, Phe-162, Leu-

166, Ala-167, Ala-178 y Leu-187) es posiblemente el sitio de interacción con las proteínas 

desdobladas (Lee et al., 2003). 

La Hsp31 de E. coli es una proteína homodimérica que evita la agregación de proteínas in 

vitro e in vivo, además de ayudar a recuperar el plegamiento funcional de las proteínas 

después de la desnaturalización con calor o agentes químicos (Kim et al., 2018; Malki et 

al., 2003; Sastry et al., 2002). La actividad de chaperona depende principalmente de las 

interacciones transitorias de tipo hidrofóbico y electrostático de algunos aminoácidos con 

carga (Quigley et al., 2004; Sastry et al., 2004). Aunque la zona de unión con las proteínas 

desnaturalizadas aún no se ha identificado, se ha descrito una región hidrofóbica en la 

superficie, en el sitio denominado “cuenco” (Ala-14, Pro-21, Leu-26, Met-101, Tyr-106, 

Met-109 y Phe-120 de cada monómero), localizado en la interfaz de las dos subunidades 
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del dímero, la cual posiblemente interacciona con las proteínas desnaturalizadas (Lee et al., 

2003). Cuando se mutan los aminoácidos hidrofóbicos de la zona del cuenco del dominio A 

y del asa de enlace hay una reducción de la actividad de chaperona, lo que sugiere que la 

superficie hidrofóbica dentro del cuenco es donde ocurre la interacción con las proteínas 

desnaturalizadas. El asa de enlace normalmente cubre esta zona entre las dos subunidades 

del dímero. Al aumentar la temperatura (> 45 °C) se produce un cambio conformacional 

que flexibiliza el asa y permite la exposición de la región hidrofóbica en el cuenco 

favoreciendo así la unión con la proteína sustrato, la cual al recuperar su estructura nativa 

se libera de la chaperona al reducirse las interacciones hidrofóbicas entre ambas. Al 

descender la temperatura el asa pierde la flexibilidad y regresa a una conformación cerrada 

(Quigley et al., 2004; Sastry et al., 2004) (Figura 1). 

 

Figura 1. Mecanismo de acción de la chaperona Hsp31 de E. coli. A) Estructura 

cristalográfica del dímero de la Hsp31 de E. coli representada en lasos. En rosa se 

marca el asa de enlace entre las dos subunidades del dímero, en azul claro y oscuro 

los aminoácidos hidrofóbicos de la región del cuenco que participan en la 

interacción con las proteínas sustrato. B) Esquema representativo del mecanismo 

de acción de la actividad de chaperona de Hsp31 de E. coli: a temperatura ambiente 

(paneles superiores) el asa de enlace (en rosa) se encuentra en conformación 

cerrada, obstruyendo la zona de interacción del cuenco (azul), al aumentar la 

temperatura (paneles inferiores) el asa de enlace se flexibiliza adoptando una 
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conformación abierta y exponiendo la zona del cuenco, lo cual favorece la 

interacción con la proteína sustrato. Imagen modificada de Sastry et al., 2004.  

4. Las catalasas de subunidad grande  

Las hemo-catalasas monofuncionales son enzimas que degradan el H2O2 y lo convierten en 

dioxígeno y agua. Se clasifican en dos grandes grupos: las de subunidad pequeña (SSC) 

(con una masa aproximada del monoméro de 60 kDa) y las de subunidad grande (LSC) 

(con una masa del monoméro entre 79 a 84 kDa) que tienen un dominio C-terminal 

adicional de 100 a 190 aminoácidos (Díaz et al., 2005). Las SSC son ubicuas y se 

encuentran representadas en casi todos los organismos, mientras que las LSC se encuentran 

en bacterias, hongos y en algunas arqueas (Wilhelm Hansberg et al., 2012; Zámocký et al., 

2012) (Figura 2).  

 

Figura 2. Comparación entre la estructura del monómero y del tetrámero de 

una SSC y una LSC. A) Monómero de la SSC del eritrocito humano. B) 
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Tetrámero de la SSC del eritrocito humano. C) Monómero de la CAT-3 de N. 

crassa. D) Tetrámero de la CAT-3 de N. crassa. 

Las LSC son proteínas muy resistentes que se activan con el H2O2 hasta concentraciones 

molares (Díaz et al., 2001). Son resistentes a la desnaturalización con calor, agentes 

químicos (como la urea y la guanidina) y al corte con proteasas (Chelikani et al., 2003; 

Díaz et al., 2001). Tienen una temperatura óptima de actividad entre los 50 y los 60 °C 

(Díaz et al., 2001, 2005).  

Las LSC son proteínas abundantes en la célula y se expresan en diferentes condiciones de 

estrés. Durante el estrés oxidante y el estrés por calor aumenta considerablemente la 

actividad de catalasa en N. crassa, Pleurotus ostretus y Aspergillus nidulans (Michán et al., 

2002; Noventa-Jordão et al., 1999; Wang et al., 2017). Además, se ha visto que son 

necesarias para que las germínulas de A. nidulans se recuperen de un choque de calor 

(Noventa-Jordão et al., 1999). En los hongos fitopatógenos, las LSC son importantes para 

contender con el H2O2 generado por la planta durante el proceso de infección. En el hongo 

Magnaporthe grisea, la deficiencia de la LSC disminuye la capacidad de infección del 

hongo y reduce la supervivencia durante el estrés oxidante, además de mostrar un 

crecimiento acelerado con poca biomasa, una disminución en la producción de conidios y 

de producir conidios y apresorios frágiles (Skamnioti et al., 2007). 

4.1. Las catalasas de subunidad grande del hongo Neurospora crassa 

N. crassa cuenta con dos catalasas de subunidad grande, CAT-1 y CAT-3, las cuales son 

proteínas homotetraméricas codificadas por los genes cat-1 y cat-3, respectivamente 

(Michán et al., 2002). La CAT-1 se encuentra principalmente en el citosol, pero también se 

ha visto asociada con la pared celular del hongo, aunque no cuenta con un péptido de 

secreción, y asimismo se ha visto presente en la mitocondria y en el núcleo (Montes de 

Oca, 1999). Esta proteína se asocia con las células que no crecen, como por ejemplo, las 

hifas de la fase de crecimiento estacionario y principalmente los conidios, en los que la 

CAT-1 representa el 0.6% de la proteína total (Michán et al., 2002). La mutante nula del 

gen cat-1, ∆cat-1, tiene afectada la germinación de los conidios (Michán et al., 2003). 
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La CAT-3 se asocia principalmente con la pared celular y es secretada parcialmente al 

medio extracelular, ya que tiene un péptido señal de secreción en el extremo N-terminal y 

está glicosilada con N-acetil-glucosamina, aunque también se ha visto localizada en el 

citosol (Díaz et al., 2001, 2009; Montes de Oca, 1999; Patel & Free, 2019; Schliebs et al., 

2006). Esta enzima se induce al inicio del proceso de conidiación, durante la fase de 

crecimiento pre-estacionario y aumenta durante el crecimiento exponencial, 

particularmente en condiciones de estrés, como el estrés oxidante y por calor, y con la 

privación de nutrientes, como de la fuente de nitrógeno (Michán et al., 2002). La mutante 

nula del gen cat-3, ∆cat-3, muestra una disminución en la actividad total de catalasa en el 

hongo, lo que genera un incremento en la tensión oxidante intracelular, que a su vez da 

lugar a un aumento en la formación del micelio aéreo y de los conidios en comparación con 

la cepa silvestre (WT) (Michán et al., 2003) (descripción del ciclo de vida y sistema 

modelo en Apéndice I.1).  

5. El dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande 

Las LSC tienen una región altamente conservada a nivel estructural y de secuencia, 

correspondiente al dominio catalítico, y dos regiones variables poco conservadas a nivel de 

secuencia, el extremo N-terminal y el dominio C-terminal. Sin embargo, este último 

mantiene una estructura muy conservada (Hansberg et al., 2012). El dominio C-terminal 

tiene una estructura similar a la de la flavodoxina, con un plegamiento tipo Rossmann 

(Sevinc et al., 1998). 

La pérdida del dominio C-terminal conlleva a la pérdida de la estabilidad de las LSC. 

Cuando se elimina el dominio C-terminal de la HPII de E. coli, la enzima genera 

plegamientos inadecuados, volviéndola inestable, que abaten la actividad de catalasa, y que 

favorecen su agregación (Sevinc et al., 1998). También, en una cepa de Staphylococcus 

aureus (aislada de una muestra clínica), la cual tiene una catalasa KatA sin el dominio C-

terminal, se observó que presenta una reducción de la actividad de catalasa in vivo, esto es 

debido a que la KatA trunca es menos estable que la catalasa WT, favoreciéndose la 

agregación de la enzima trunca en condiciones no estresantes y ocasionando una reducción 

del 60% de la supervivencia de la bacteria ante un estrés oxidante (Teo et al., 2015).  
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La pérdida del dominio C-terminal también afecta la estabilidad de las LSC en condiciones 

in vitro. Por ejemplo, en la HPII la pérdida de este dominio por el corte con una proteasa 

disminuye la temperatura de disociación del dímero a 80 °C, cuando en la proteína 

completa la disociación empieza a partir de los 95 °C. Además, la variante trunca pierde la 

actividad al incubarse a 59 °C, mientras que la proteína completa lo hace a 85 °C 

(Chelikani et al., 2003).  
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Antecedentes 

El laboratorio del Dr. Hansberg reportó que las LSC de N. crassa presentan una gran 

estabilidad ante agentes desnaturalizantes como altas concentraciones de urea o de 

guanidina (Díaz, et al., 2009). Al eliminar el dominio C-terminal de la CAT-1 mediante el 

corte de una proteasa no se pierde la actividad de catalasa (denominada C63), pero sí la 

estabilidad de la CAT-1. Al incubar a 93 °C, se observó que la CAT-1 completa pierde su 

actividad de manera paulatina con una disminución del 50% después de 72 minutos de 

incubación, mientras que con la C63 esto ocurre a los 18 minutos (Rangel y Hansberg, 

datos no publicados) (Figura 3).  

 

Figura 3. Estabilidad de la CAT-1 y la C63 a 93 °C. Actividad remanente de la 

CAT-1 o de la C63 cuando se incuban a 93 °C por diferentes tiempos (Rangel y 

Hansberg, datos no publicados).   

Durante mis estudios de maestría se determinó que el dominio C-terminal de las catalasas 

de subunidad grande de N. crassa tienen una estructura muy similar a la DJ-1 humana y la 

Hsp31 de E. coli. A nivel de alineamiento de las secuencias su semejanza es baja (ver 

Apéndice I) mientras que en un alineamiento estructural se observa que en ambos casos hay 

una gran similitud estructural lo cual se muestra por los valores de RMSD del alineamiento 

(Figura 4) (valores del alineamiento en el Apéndice I.2).  
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Figura 4. Alineamiento de la estructura cristalográfica del dominio C-terminal de 

la CAT-1, la CAT-3 y dos miembros de la superfamilia DJ-1/ThiJ/PfpI. A) Entre 

el dominio C-terminal de la CAT-1, la CAT-3 y la Hsp31 de E. coli. B) Entre el 

dominio C-terminal de la CAT-1, la CAT-3 y la DJ-1 de humano. 

Se observó que la CAT-1, la CAT-3 y el dominio C-terminal de la CAT-3 (C50) (obtenido 

mediante la digestión de la CAT-3 con trombina) presentan actividad de chaperona in vitro, 

ya que evitan la desnaturalización de otras proteínas con una temperatura alta o en 

presencia de 8 M de urea. Esta actividad depende de la concentración de estas proteínas 

(Figura 5). 
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Figura 5. Dependencia de la concentración de las LSC para proteger la ADH 

de la desnaturalización a 45 °C. A) Dispersión de la luz (u. a.) generada por la 

desnaturalización de la ADH 6 µM al ser incuba a 45 °C en presencia de BSA 6 

µM como control (círculos rellenos) o de la CAT-3 a diferentes concentraciones: 1 

µM (círculos vacíos), 2 µM (triángulos rellenos) y 3 µM (triángulos vacíos). B) 

Promedio del valor final de dispersión de la luz de tres experimentos 

independientes. C) Dispersión de la luz (u. a.) generada por la desnaturalización de 

la ADH 6 µM en presencia de BSA 6 µM como control (círculos rellenos) o de la 

CAT-1 a diferentes concentraciones: 1 µM (círculos vacíos), 2 µM (triángulos 

rellenos) y 3 µM (triángulos vacíos). D) Promedio del valor final de dispersión de 

la luz de tres experimentos independientes. 

 

Para completar la caracterización de la actividad de chaperona se incluyeron nuevos 

controles a los ensayos in vitro. En el presente trabajo se determinó el mecanismo de 

acción de la actividad de chaperona del dominio C-terminal y su función in vivo. 
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Hipótesis 

 

1) El dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande presenta actividad de 

chaperona in vivo, protegiendo a otras proteínas de la desnaturalización en 

condiciones de estrés. 

2)  Con base en los resultados de Spy y Hsp31, consideramos que el mecanismo de la 

función de chaperona del dominio C-terminal depende de las zonas hidrofóbicas en 

la superficie del dímero, así como de interacciones electrostáticas con aminoácidos 

cargados que están localizados cerca o en la de la zona de unión con las proteínas 

parcialmente desnaturalizadas o mal plegadas.  
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Objetivo general 

 

Determinar el mecanismo de acción de chaperona del dominio C-terminal de las catalasas 

de subunidad grande de N. crassa así como su función in vivo. 

 

Objetivos particulares 

 

1) Terminar de caracterizar la actividad de chaperona in vitro del dominio C-terminal de 

las catalasas de subunidad grande 

a) Comparar la actividad de chaperona de las LSC con la chaperona Hsp31 y las SSC 

en diferentes condiciones desnaturalizantes 

b) Determinar si las LSC pueden ayudar a recuperar la estructura nativa de las 

proteínas parcialmente desnaturalizadas 

c) Probar si el dominio C-terminal de las LSC protege a las propias catalasas (LSC y 

SSC) 

 

2) Elucidar el mecanismo de acción de la actividad de chaperona del dominio C-terminal 

de las catalasas de subunidad grande 

a) Determinar si el mecanismo de acción depende de la presencia de zonas 

hidrofóbicas en la superficie de la proteína 

b) Probar si se requieren las interacciones electrostáticas para la actividad de 

chaperona 

c) Determinar la zona de interacción con las proteínas desdobladas 

 

3) Investigar la función in vivo de la actividad de chaperona de las LSC  

a) Probar si la expresión de una LSC o de su dominio C-terminal favorecen la 

supervivencia de E. coli en condiciones de estrés  

b) Determinar la importancia de la actividad de catalasa y de chaperona de la CAT-3 

en N. crassa durante el crecimiento, la diferenciación y en diferentes tipos de estrés  
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Metodología 

1. Cepas de Escherichia coli 

Los plásmidos de este estudio se introdujeron en la cepa XL-10 gold para su preservación 

en congelación. Esta cepa cuenta con el siguiente genotipo: Tetr(mcrA)183 (mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´ proAB lacIqZM15 

Tn10 (Tetr) Amy Camr]. Esta cepa se empleó para la preservación de los plásmidos debido 

a que es altamente recomendada para la transformación y conservación de moléculas 

grandes de DNA y plásmidos con alta eficiencia, esto es debido al fenotipo Hte que 

incrementa su eficiencia de transformación. Además, esta cepa es deficiente en el sistema 

de restricción [(mcrA)183(mcrCB-hsdSMR-mrr)173] y de la endonucleasa A (endA1) lo 

que mejora la calidad del DNA extraído posteriormente; además es deficiente en la 

recombinasa A (recA), lo que favorece la estabilidad del DNA insertado en esta cepa.  

Para la expresión de las diferentes construcciones se emplearon dos cepas de E. coli: la 

cepa UM2 y la cepa BL21 codón plus. La cepa UM2 tiene un genotipo F-, araC14, 

leuB6(Am), secA206(aziR), fhuA23, lacY1, proC83, tsx-67, purE42, glnV44(AS), 

galK2(Oc), LAM-, trpE38, xthA15, his-208, rfbC1, mgl-51, argG77, rpsL109(strR), 

glpR201,xylA5, mtl-1, ilvA681, thi-1, metA160, katG15, katE2. Se empleó esta cepa para la 

expresión de las proteínas ya que carece de los genes para las dos catalasas de E. coli, 

importándonos principalmente la catalasa KatE, ortólogo de la CAT-1 de N. crassa. Esta 

cepa se adquirió por donación de Dr. Loewen (Loewen et al., 1985; Loewen & Triggs, 

1984). 

La cepa BL21 codón plus (DE3) RIPL (Agilent #230280) tiene un genotipo F
–
, ompT, 

hsdS(rB
–
 mB

–
) dcm

+
 Tet

r
 gal λ(DE3) endA Hte [argU proL Cam

r
] [argU ileY leuW 

Strep/Specr. Se empleó esta cepa ya que es ideal para la expresión de proteínas debido a 

que utiliza el promotor de la RNA polimerasa T7, permitiendo altos niveles de expresión, 

además de contar con una copia extra de los genes argU (AGA, AGG), ileY (AUA), proL 

(CCC), leuW (CUA), los cuales codifican para los tRNAs que reconocen codones poco 
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empleados por E. coli y que frecuentemente restringen los niveles de expresión heteróloga 

de proteínas provenientes de otros organismos. 

2. Plásmidos para la expresión de proteínas en E. coli 

El gen de la CAT-3 de N. crassa se subclonó del plásmido pSM3, en el cual se clonó a 

partir de su cDNA (Michán et al., 2003), al plásmido pCold I (Zárate-Romero et al., 2013), 

el cual contiene una etiqueta de seis histidinas en el amino-terminal para la purificación de 

la proteína por cromatografía de afinidad a níquel. Tanto el dominio catalítico de la CAT-3 

o CAT-3
∆TD 

(del 1 al 518 aa) y su dominio C-terminal o TDC3 (del 568 al 719 aa) se 

amplificaron de este último plásmido y se clonaron en el plásmido pCold I en los sitios de 

restricción KpnI y XbaI del sitio de clonado múltiple (MCS por sus siglas en inglés).  

El gen de la chaperona Hsp31 se obtuvo a partir de DNA genómico de E. coli y se 

amplificó con oligonucleótidos específicos para clonar en el plásmido pCold I en los sitios 

de restricción KpnI y SalI del MCS. Todos los plásmidos se comprobaron por patrón de 

restricción, PCR de punto final y por secuenciación para descartar la presencia de 

mutaciones (la síntesis de oligonucleótidos y la secuenciación se realizaron en la unidad de 

biología molecular del IFC, UNAM). 

Tabla 1. Oligonucleótidos específicos empleados para la generación de los plásmidos de 

expresión en E. coli 

Nombre del 

cebador 

Secuencia 5’a 3’   Largo Tm 

(°C) 

pCold-Cs3-F ACGG GGT ACC  CGT GTC AAC GCT GCT CTT  28 50.3 

pCold-Cs3-

R good 

CTAG TCT AGA TTA GAG GCC GAG CGC AAC GGC C 22 62.3 

pCold-CT F ACGG GGT ACC  CCA GCG GTG TCG ACC AGA CC 30 71.2 

pCold-CT R CTAG TCT AGA TTA CTC CTC ATC ATC GCC ATC  37 61.7 

pHsp31 F ACGG GGT ACC ATG ACT GTT CAAA ACA AGT  27 60.1 
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pHsp31 R ACGC G GTC GAC TTA ACC CGC GTA AGC TGC 29 67.2 

pC3s/asa R CTAG TCT AGA TTA GAG GCC CTC CTC GAC GCC CTT G 35 69.1 

 

3. Conservación, transformación de las bacterias y extracción de DNA plasmídico. 

Los diferentes plásmidos se introdujeron en la cepa XL-10 gold de E. coli para su 

preservación por congelación a -80 °C, empleando glicerol al 50% (v:v) como agente 

crioprotector. Los protocolos para la generación de células competentes de E. coli, la 

transformación por golpe de calor (heat shock) y las condiciones de crecimiento y 

preservación de las bacterias se describieron previamente en Nava-Ramírez, 2017. 

El DNA plasmídico se extrajo de las bacterias a partir del estuche de extracción Plasmid 

Miniprep Kit I (Biomiga PD1211-02), siguiendo las especificaciones del estuche y 

partiendo de un cultivo de 6 mL de medio en matraces de 25 mL, inoculado a partir de una 

colonia aislada y crecido a 37 °C, 200 rpm por toda la noche. 

4. Expresión y purificación de las diferentes proteínas 

Para la expresión de las proteínas los plásmidos se transformaron en la cepa UM2 o la cepa 

BL21 de E. coli. Las bacterias se crecieron en un cultivo a partir de una colonia de la cepa 

en medio LB Lennox (Sigma Aldrich L3022) suplementado con ampicilina 100 g/mL 

(Sigma Aldrich A0166), a 37 °C con agitación a 200 rmp toda la noche. Este cultivo se usó 

como pre-cultivo y se inoculó medio nuevo en una relación 1:10 de pre-inóculo/medio, se 

incubó a 37 °C con agitación a 200 rpm hasta alcanzar una densidad óptica (OD600) de 0.4. 

Al llegar a la OD600 óptima al cultivo se le añadió IPTG (NZYTech MB026) a una 

concentración final de 1 mM y se incubó a 16 °C con agitación a 200 rpm por 48 h; para la 

expresión de las catalasas se añadió al cultivo hemina pH 9.6 (Frontier Scientific H651-9) a 

una concentración final de 30 M.  

La proteína se extrajo y se purificó según el manual de QIAGEN de expresión de proteínas 

con etiqueta 6xHis (5º edición) empleando resina Ni-agarosa (QIAGEN 30250). La 

purificación de la proteína se comprobó por electroforesis en gel de poliacrilamida (8% o 
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15% de acrilamida, dependiendo la proteína y se tiñó con azul de Coomassie. Las 

condiciones de la electroforesis y la tinción se describen previamente en Nava-Ramírez, 

2017.  La CAT-1 se purificó a partir de los conidios de N. crassa según el método descrito 

en Díaz et al., 2001 y Nava-Ramírez, 2017. 

Después de la purificación de las proteínas, las fracciones con mayor cantidad de proteína 

se concentraron usando un filtro Amicon de 30,000 o 10,000 Da (Milipore Z740204, 

Z740200), dependiendo del caso, y se les sustituyó el amortiguador a fosfatos 50 mM pH 

7.8. El amortiguador de fosfatos empleado tiene la siguiente composición: Na2HPO4 7.098 

g/L, KH2PO4 0.986 g/L. 

5. Enzimas comerciales 

Se emplearon las catalasas comerciales de Aspergillus niger, la SSC CAT-A (Sigma 

Aldrich C3515) y la LSC CAT-R (Sigma 9001-05-2, producto descontinuado), así como la 

SSC de hígado de bovino, CAT-Bov (Sigma Aldrich C9322). 

Para los diferentes ensayos de chaperona se usó la alcohol deshidrogenasa de 

Saccharomyces cerevisiae (Sigma Aldrich 9031-72-5), la citrato sintasa de corazón de 

porcino (Sigma Aldrich C-3269) y la β-galactosidasa de E. coli (Sigma Aldrich G3153). 

6. Ensayos de chaperona 

6.1. Desnaturalización por calor 

Se usó la ADH o CS a una concentración de 6 μM como tetrámero o dímero 

respectivamente, en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 (Buchner et al., 1998). Se 

midió la dispersión de luz en un espectrofotómetro Beckman DU650 a 360 nm, a 45 °C, 

durante 150 min tomando lectura cada 20 s. Al control se le añadió albúmina (BSA) 6 μM. 

La CAT-1, la CAT-3 y la CAT-R se usaron a concentraciones de 1.5 o 3 μM calculando su 

concentración como tetrámeros; el TDC3 y Hsp31 se emplearon a 6 μM como dímero, las 

SSC (CAT-A y CAT-Bov), C63 y CAT-3
∆TD

 se emplearon a 6 μM como tetrámero. Las 

muestras se mezclaron a temperatura ambiente en celdas de cuarzo de un mL y se llevaron 

a un volumen final de 900 μL. 
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La desnaturalización de la CAT-3
∆TD 

y la CAT-Bov se realizó incubando 6 μM de estas 

proteínas a 55 °C durante 150 minutos, en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0, en 

presencia o ausencia de las otras proteínas. Se midió la dispersión de la luz de la misma 

manera que para el ensayo con ADH.  

6.2. Desnaturalización con 8 M de urea 

El ensayo de chaperona usando como agente desnaturalizante 8 M de urea se realizó 

midiendo la dispersión de la luz a 360 nm en un espectrofotómetro Beckman DU650 a 360 

nm (Horwitz, 1992). Se emplearon como sustrato las enzimas ADH o la β-gal. Las 

diferentes proteínas (chaperonas) se mezclaron con la proteína sustrato, ADH o β-gal, a 

temperatura ambiente antes de la incubación  con urea 8 M, en Tris 100 mM, pH 8.0, 

durante 30 min. Después de la incubación, la muestra se diluyó 30 veces con Tris 100 mM, 

pH 8.0, para lograr una concentración final de 0.5 μM de ADH o β-gal e inmediatamente se 

leyó la dispersión de la luz a temperatura ambiente durante 180 min tomando lectura cada 

20 s, en celdas de cuarzo de un mL en un volumen final de 900 μL. 

6.3. Desnaturalización por oxidación con peróxido de hidrógeno  

El ensayo de chaperona usando como agente desnaturalizante 500 μM de H2O2 se realizó 

midiendo la dispersión de la luz a 360 nm en un espectrofotómetro Beckman DU650. Se 

empleó la ADH y H2O2 como agente oxidante debido a que se ha descrito previamente el 

proceso de desnaturalización de esta enzima (Men & Wang, 2007). Se hicieron las lecturas 

en celdas de cuarzo de un mL, empleando amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.8, se 

adicionó H2O2 a 500 μM, se calculó su concentración midiendo su absorbencia a 240 nm y 

empleando su coeficiente de extinción de 43.6M
-1

cm
-1

. La ADH se usó a una concentración 

final de 6 μM considerando el tetrámero. Las catalasas de subunidad grande se emplearon a 

3 μM considerándolas como tetrámero, el TDC3 y Hsp31 se usaron al 6 μM considerando 

el dímero, así mismo las SSC se usaron a esta concentración pero considerando el 

tetrámero. Las catalasas se inactivaron incubando previamente en 3 mM de azida de sodio 

por 30 min a 37 °C y eliminando el exceso de azida por diálisis.  
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7. Medición de las actividades enzimáticas 

7.1. Actividad de la alcohol deshidrogenasa 

La actividad se determinó mediante el seguimiento de la formación del NADH en un 

espectrofotómetro Beckman DU650 a 340 nm a 30 °C, después de la incubación por 150 

min a 25 °C o 45 °C en ausencia o presencia de las diferentes enzimas usadas en el ensayo. 

La actividad se midió en celda de cuarzo de 1 mL donde se adicionó en amortiguador de 

fosfatos pH 7.4 la proteína tomada del ensayo anterior (considerando una concentración 

final de 1 g de ADH), NAD
+
 1 mM y usando como sustrato etanol 200 mM. 

7.2. Actividad de citrato sintasa 

La actividad de la CS se determinó usando 0.2 mM de acetil coenzima A, 0.5 mM de 

oxalacetato (OAA) y 0.1 mM de DTNB en Tris 100 mM pH 7.5. La reacción se siguió en 

un espectrofotómetro Beckman DU650 a 412 nm a 25 °C por 20 min tomando lectura cada 

10 s. La actividad se midió en celda de cuarzo de 500 L en un volumen final de 450 l, 

donde se adicionó en amortiguador de fosfatos pH 7.5 (Morgunov & Srere, 1998). Se 

empleó la enzima usada en el ensayo de chaperona después de terminar cada lectura, se 

consideró una concentración final de CS de 0.5 M.  

7.3. Actividad de galactosidasa 

La actividad de la β-gal se determinó mediante la prueba colorimétrica del o-nitrofenil-D-

galactopiranósido (ONPG), usando un espectrofotómetro Beckman DU650 a 420 nm a 25 

°C por 30 min, tomando lectura cada 10 s. Se empleó un amortiguador de ensayo 

consistente en fosfato de sodio 100 mM pH 7, 1 mM de MgCl2 y 50 mM de -

mercaptoetanol, se empleó como sustrato  ONPG 0.665 mg/mL en agua destilada. La 

actividad  de la enzima β-gal se midió después de los ensayos de desnaturalización, en una 

celda de cuarzo de 1 mL con un volumen final de 900 L, se consideró una concentración 

final de enzima de 9.2 g o 5 U/mL. 
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7.4. Actividad de catalasa  

Para detectar la actividad de catalasa en el gel de poliacrilamida, se corrió la electroforesis 

de las catalasas en condiciones no desnaturalizantes en amortiguador de corrida no 

desnaturalizante (glicina 1.44% (p:v), Trizma base 0.3% (p:v), pH 7.0), durante 2 h a 150 

V. 

El gel se fijó en metanol al 5% (v:v) durante dos minutos, se enjuagó con agua destilada y 

luego se incubó en una solución de H2O2 al 0.03% (v:v) durante 5 min, se enjuagó con agua 

destilada, y después con ácido acético al 10% (v:v) por un minuto para detener la reacción 

de la catalasa y se volvió a enjuagar con agua. La actividad se reveló incubando el gel en 

una solución de ferricianida de potasio y cloruro férrico (0.3 g en 15 mL de agua para cada 

reactivo, que se agregan al mismo tiempo al gel) hasta que el gel se tiña de azul debido 

precipitación de las sales con el H2O2.  

8. Ensayo de recuperación de la actividad de la alcohol deshidrogenasa 

Se empleó a una concentración de 0.6 μM de ADH en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 

7.0 y se desnaturalizó incubando a 45 ºC por dos horas y media. Posteriormente a su 

desnaturalización, se le añadieron las diferentes proteínas a una concentración equimolar, 

BSA (para el control), o la CAT-3, TDC3, CAT-A o Hsp31 a las concentraciones 

empleadas en ensayos anteriores. Se mezcló por pipeteo y se incubaron por diferentes 

tiempos (0, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos) a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de 

incubación inmediatamente se leyó la actividad de la ADH mediante la formación del 

NADH por espectrofotometría a 340 nm. 

9. Determinación de la presencia de zonas hidrofóbicas con la sonda bis-ANS 

Las diferentes proteínas se emplearon a una concentración de 0.8 μM en amortiguador de 

fosfatos pH 7.0 y se incubaron con un exceso de la sonda bis-ANS a una concentración de 

1.2 μM. Se realizaron dos incubaciones una a temperatura ambiente (22 ºC) y otra a 45ºC 

por 30 minutos. Posteriormente se leyó la fluorescencia en un lector de microplacas 

Synergy Mx, excitando a 370 nm y leyendo la emisión en un rango de 400 a 600 nm a 

temperatura ambiente.  
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10. Inhibición de la actividad de chaperona con la sonda bis-ANS  

Las proteínas la CAT-3 y la CAT-1 a 3 μM, la Hsp31 y el TDC3 a 6 μM en amortiguador 

de fosfatos pH 7.0 se incubaron 30 min a 45 °C con la sonda bis-ANS a una concentración 

de 12 μM, posteriormente se expusieron a luz UV a 360-70 nm por 10 min a temperatura 

ambiente, mediante lo cual se genera un enlace covalente entre el grupo sulfonato de la 

sonda y el aminoácido positivo al que se unió. Después de irradiar las proteínas se eliminó 

el exceso de sonda usando una columna de Sephadex G-25. Se emplearon estas proteínas 

para el ensayo de desnaturalización de la ADH a 45 °C empleando el método antes 

descrito. 

11. Determinación de las interacciones electrostáticas mediante el aumento de la 

fuerza iónica  

Se empleó amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0 con una fuerza iónica de 0.028 M. Para 

aumentar la fuerza iónica del amortiguador se le añadieron diferentes concentraciones de 

NaCl 0, 0.075, 0.150, 0.3, 0.7, 1 M (Hossain & Aso, 2016; Koldewey et al., 2016). Se 

usaron las diferentes proteínas CAT-3 3 M, TDC3 6 M, Hsp31 6 M en el amortiguador 

con diferente concentración de NaCl para determinar la desnaturalización de la ADH a 45 

°C empleando el método antes descrito. 

12. Determinación de las cavidades del dímero del dominio C-terminal de la catalasa-3 

y predicción de los posibles sitios de interacción con otras proteínas 

Para la predicción in sillico de las cavidades se empleó el servidor CASTp 3.0 (por 

Computed Atlas of Surface Topography of proteins, o atlas computarizado de la topografía 

de la superficie de las proteínas), el cual predice las propiedades geométricas y topológicas 

de las superficies de las proteínas, incluyendo cavidades superficiales e interiores y canales 

transversales, los cuales pueden tener importancia en la actividad de las proteínas o la 

interacción de éstas con otras macromoléculas (Tian et al., 2018). Se empleó la estructura 

cristalográfica del dímero del dominio C-terminal mediante la modificación del cristal con 

código del PDB 3EJ6 y los parámetros ideales del servidor.  
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Para la predicción de las zonas de interacción con otras proteínas se empleó el servidor 

InterProSurf, el cual predice la probabilidad de interacción de los residuos de aminoácidos 

de la proteína de interés con otras proteínas, basándose en la accesibilidad al solvente de la 

superficies de la estructura 3D de las proteínas (Negi et al., 2007). Se empleó la estructura 

cristalográfica del dímero del dominio C-terminal mediante la modificación del cristal con 

código del PDB 3EJ6 y los parámetros ideales del servidor. 

13. Construcción de los dominios CAT-3
17aa

 y TDC3
17aa

 

Para la realización de las variantes sin los últimos 17 aminoácidos del extremo carboxilo se 

diseñó el oligonucleótido pC3s/asa R para eliminar esta región e introducir en el plásmido 

pCold I empleando el sitio de restricción XbaI como en la variantes completa (secuencia 

del oligonucleótido en Tabla I). Los plásmidos obtenidos se comprobaron por 

secuenciación. Se clonaron en la cepa UM2 para su expresión y purificación como se 

describe previamente para las otras proteínas. Los péptidos obtenidos se emplearon en el 

ensayo de desnaturalización de la ADH a 45 °C usando el método antes descrito. 

14. Ensayo de supervivencia de E. coli 

Para evaluar si el dominio C-terminal de las LSC aumentan la supervivencia de E. coli ante 

el estrés con calor, oxidante u osmótico, se empleó la cepa UM2 de E. coli, y transformada 

con los plásmidos para expresar Hsp31, CAT-3, TDC3 o CAT-3
∆TD

 respectivamente en el 

sistema pCold I. 

Se creció un pre-cultivo de las diferentes cepas a 37 °C por 12 h 200 rpm, del cual se 

inocularon 10 mL de medio para llevarlo a una DO600nm de 0.01, se incubaron hasta 

alcanzar una DO600nm de 0.2 a 37  °C 200 rpm y se indujeron con IPTG a una concentración 

final de 1 mM y se incubaron a 18 °C a 200 rpm hasta llegar a DO600nm de 1.2 

correspondiente a la fase de crecimiento estacionario. Después de la inducción de la 

expresión de las proteínas se recuperaron los diferentes cultivos incubando a 37 °C 200 rpm 

por 1 hora. El medio se suplementó con 15 mM de hemina pH 9.6 durante la inducción de 

las cepas CAT-3 o CAT-3
∆TD

. 
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Posteriormente se sometieron a las condiciones de estrés y se pasaron a placas de 96 pozos 

para su medición con un volumen de 100 L de cultivo y 50 L de aceite de parafina estéril 

para evitar la desecación. El crecimiento se siguió en un lector de placas Synergy Mx a 37 

°C midiendo la absorbencia a 600 nm cada 20 min con una agitación fuerte de 20 segundos 

previa a la lectura, hasta llegar a fase estacionaria (48 h). 

14.1. Crecimiento de E. coli después de un estrés por calor 

Para determinar el crecimiento después del estrés con calor, se incubaron las diferentes 

cepas a 55 °C por diferentes tiempos (0, 10, 30 y 60 min) sin agitación. Posteriormente se 

pasaron a las placas de 96 pozos para medir su crecimiento después del estrés. Para la 

determinación del porcentaje de supervivencia se tomó el promedio de tres experimentos 

independientes del valor final de la DO600 del crecimiento de cada cepa sin ser sometida al 

estrés como el 100%. El ensayo se realizó por triplicado y en cada placa de 96 pozos se 

puso por triplicado cada punto. 

14.2. Crecimiento de E. coli después de un estrés oxidante 

Se probó el crecimiento después de un estrés oxidante, incubando las cepas con diferentes 

concentraciones de H2O2 (0, 3, 5, 7, 10, 15, 20 y 30 mM) por 25 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente estos cultivos se diluyeron 30 veces en medio LB fresco y se 

midió su crecimiento. Para la determinación del porcentaje de supervivencia se tomó el 

promedio de tres experimentos independientes del valor final de la DO600 del crecimiento 

de cada cepa sin ser sometida al estrés como el 100%. El ensayo se realizó por triplicado y 

en cada placa de 96 pozos se puso por triplicado cada punto. 

14.3. Crecimiento en presencia del estrés osmótico  

Se crecieron las diferentes cepas en medio LB suplementado con diferentes 

concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7 y 1 M), para ello se inocularon las diferentes 

cepas, después de la inducción de las proteínas, a una DO600 de 0.05 en las placas de 96 

pozos. Para determinar el porcentaje de crecimiento se consideró como el 100% el 

crecimiento de las diferentes cepas en medio LB sin adición de NaCl. El ensayo se realizó 

por triplicado y en cada placa de 96 pozos se puso por triplicado cada punto. 
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15. Cepas de N. crassa 

La cepa silvestre 74-OR231A obtenida del “Fungal Genetics Stock Centre” (FGSC), del 

linaje ST. Lawrence (Oak Riidge, Cal. E. U.), se empleó para la purificación de la CAT-1 y 

como control para los ensayos fisiológicos.  

Para la generación de las cepas que sirvieron como huéspedes de las construcciones con 

etiquetas fluorescentes se emplearon las siguientes cepas: la cepa FGSC #9718 con 

genotipo mus-51::bar+, la cepa FGSC #9717 con genotipo mus-51::bar+; his3
-
; la cepa 

FGSC #11201 con genotipo cat-3 y la cepa FGSC #17609 con genotipo al-1. Estas 

cepas se cruzaron sexualmente para obtener las cepas al-1;∆mus-51 y al-1; ∆mus-51; 

his3
-
; Δcat-3. 

16. Condiciones de crecimiento y conservación de las cepas de N. crassa 

N. crassa se crece comúnmente en medio mínimo Vogel-sacarosa (VS) (Davis & de Serres, 

1970), para este trabajo se empleó 1.5% de sacarosa como fuente de carbono con 2% de 

sales de Vogel 50X y 1.8% de agar para los medios sólidos, manteniendo una proporción 

de 5:1 aire/medio y una temperatura de incubación de 30 °C. Se Los medios para el 

crecimiento de las cepas auxótrofas de histidina se suplementaron con este aminoácido a 

0.2 mg/mL.  

Las sales de Vogel al 50X contienen 

Citrato trisódico ·2 H2O 125 g 

KH2PO4 250 g 

NH4NO3 100 g 

MgSO4 ·7 H2O 10 g 

CaCl2 2 H2O (disolver por separado) 5 g 

Solución de elementos traza 5 mL 

Solución de biotina 2.5 mL 

Ajustar con agua 1 L 

Cloroformo (conservador) 10 mL 
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La solución de elementos traza contiene: 

Ácido cítrico ·1 H2O 5 g 

ZnSO4 7 H2O 5 g 

Fe(NH4)2(SO4)2· 6 H2O 1 g 

CuSO4 ·5 H2O 0.25 g 

MnSO4 ·1 H2O 0.05 g 

H3BO3 (anhidro) 0.05 g 

Na2MoO4 ·2 H2O 0.05 g 

Ajustar con agua 100 mL 

Cloroformo (conservador) 1 mL 

 

Las sales de Vogel y los elementos traza se almacenaron a temperatura ambiente en frascos 

color ámbar.  

La solución de biotina contiene 5 mg de biotina disuelta en 50 mL de etanol al 50% (v:v) 

con agua destilada estéril. Esta solución se almacenó a -20 °C protegida de la luz.  

Para la obtención de conidios se inocula VS-agar con 1x10
6
 conidios/mL o con micelio de 

las cepas, se crece a 30 °C en la oscuridad por 3 días y posteriormente a 25 °C en presencia 

de luz por dos días. Los conidios se colectan con agua fría estéril 8-4 °C con agitación 

manual vigorosa. Se almacenaron a -80 °C en alícuotas de 1 mL. 

17. Cruzas sexuales de N. crassa y selección de las mutantes 

Para la inducción del ciclo sexual del hongo se emplea el medio llamado “Synthetic Cross 

Media” (SC) (M. Westergaard, 1947), el cual tiene la siguiente composición (stock 2X): 

KNO3 2.0 g 

K2HPO4 (anhidro) 1.4 g 

KH2PO4 (anhidro) 1.0 g 

MgSO4 ·7 H2O 1.0 g 

NaCl 0.2 g 
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CaCl2 ·2 H2O (disolver por separado) 0.2 g 

Solución de biotina 0.1 mL 

Solución de elementos traza 0.2 mL 

Ajustar con agua  1 L 

Cloroformo (conservador) 10 mL 

El medio se utilizó en cajas Petri en estado sólido empleando 1.8% de agar (p:v); éstas se 

inocularon con 1 X 10
6
 conidios de la cepa aceptora. Las cajas se incubaron a 25 °C en 

presencia de luz por 10 días o hasta la formación de protoperitecios, posteriormente se 

añadieron gotas con conidios de la cepa donadora y se siguió incubando bajo las mismas 

condiciones hasta la generación de peritecios maduros y la liberación de las esporas 

sexuales o ascosporas (aproximadamente 14 días más).  

Las ascosporas se recolectaron de la tapa de las cajas Petri con agua destilada estéril por 

acción mecánica generada con la micropipeta. Para la activación de las ascosporas se 

incubaron a 60 °C por 30 min, posteriormente se sembraron y dispersaron 200 ascosporas 

por caja Petri en medio de colonia aislada suplementado con el medio de selección y se 

incubaron a 30 °C en oscuridad de 24 a 48 h dependiendo de la cepa. Para las mutantes 

resistentes a la higromicina se empleó este antibiótico a una concentración 200 g/mL. La 

selección de las mutantes donde se comenzó la auxotrofia a la histidina se realizó en medio 

sin el aminoácido.  

El medio de colonia aislada tiene la siguiente composición: 

Solución A Solución B 

Vogel 50x 2 mL L-sorbosa 2 g 

Fructuosa 0.05 g Agar  1.8 g 

Glucosa 0.05 g Agua 65 mL 

Agua  35 mL   

Una vez esterilizadas por calor húmedo, ambas soluciones se mezclan. 

Una vez que se puede observar que las ascosporas han germinado se traspasaron mediante 

una aguja de jeringa a tubos inclinados (slants) con medio VS-agar suplementados con el 
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medio de selección y se incubaron para generar conidios como el método referido 

anteriormente para su propagación. 

18. Extracción de DNA del micelio de N. crassa 

Se inocularon 20 mL de medio VS en matraces Erlenmeyer de 50 mL con 1 X 10
6
 

conidios/mL y se incubaron a 30 °C sin agitación por 72 h en oscuridad. El micelio se 

recuperó empleando una espátula y se retiró la mayor cantidad de líquido secando con 

toallas de papel. Posteriormente se depositó en microtubos de 2 mL y se congeló con 

nitrógeno líquido para liofilizar hasta secar por completo, aproximadamente por 2 horas.  

Una vez seco el micelio se trituró hasta convertirse en polvo fino con un homogeneizador y 

se le añadieron 800 µL de amortiguador de extracción (EDTA 50 mM pH 8, SDS 0.2% 

(p:v), DEPC 1 µL/mL este se añade hasta el momento de usarse) integrando por agitación 

con Vortex hasta que esté homogéneo. Los tubos se calentaron a 68 °C por 30 min y 

posteriormente se centrifugaron 5 min a 13, 000 rpm a temperatura ambiente. Se separó el 

sobrenadante en tubos limpios y se les agregó 50 µL de acetato de potasio 3 M pH 5, se 

mezcló por inversión y se incubaron los tubos en hielo por 8 min.  

Posteriormente los tubos se centrifugaron 5 min a 13,000 rpm y se separó el sobrenadante 

en tubos nuevos. Se añadió al sobrenadante 600 µL de isopropanol frío, se mezcló por 

inversión y se centrifugó por 10 min a 13,000 rpm. Se eliminó el sobrenadante y se dejó 

secar la pastilla. Ésta se volvió a suspender en 500 µL de amortiguador TE (Tris-Cl 10 mM, 

EDTA 1 mM pH 8) y se centrifugó por 10 min a 13,000 rpm. Se traspasó el sobrenadante a 

tubos nuevos y se precipitó el DNA con 800 µL de etanol absoluto frío (4 a 8 °C) y 15 µL 

de LiCl 10 M, se incubó 10min en hielo. Se centrifugó por 3 min a 13,000 rpm y se lavó la 

pastilla con etanol frío (4 a 8 °C) al 70% (v:v) dos veces. La pastilla secó completamente a 

temperatura ambiente y se volvió a suspender en 100 µL de agua destilada estéril. El DNA 

se guardó a -20 °C hasta su uso. 

19. Construcciones de las proteínas con etiquetas fluorescentes 

Las construcciones para etiquetar ambos dominios de la CAT-3 de N. crassa con etiquetas 

fluorescentes están representados en la Figura 18 de los resultados. Se etiquetó el dominio 
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catalítico de la CAT-3 con la GFP en su extremo amino. El dominio C-terminal se etiquetó 

con la proteína mCherry en su extremo amino. Se emplearon los siguientes 

oligonucleótidos: 

Tabla 2. Oligonucleótidos específicos empleados para la generación de las construcción para 

etiquetar los dominios de la CAT-3 y transformarlos en N. crassa 

Nombre del 

cebador 

Secuencia 5’a 3’   Largo Tm 

(°C) 

pCold C3GH 

F KpnI 

AGGTAGGCATATGGAGCTCGGTACCATGCGTGTCAAC

GCTCTTCTACC 

48 75.8 

Cs3-R’ gfp GCT CCT CGC CCT TGC TCA C GGC GAT GGT GGG 

GAG GCT CTC G 

41 77.5 

C3s/CT LKT AGA GCC TCC CCA CCA TCG CC GGT GAC GGT GCT 

GGT TTA 

38 73.1 

Oligo HPH-R GGT CAT CCC ATT GTT ATC AAA TAT TCC TTT GCC 

CTC GGA 

39 65.5 

pCold C3GH 

R XbaI 

AGC AGA GAT TAC CTA TCT AGA CGT ATG TCT CTC 

CTT CCT CCT CG 

44 69.3 

mCherry-F-

XbaI 

GC TCT AGA ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG G 

 

27 64.3 

mChery-CT R GGA GAG GAC GCC GAC  GCG  GAG GGT  CCT CTA 

AAC AAG TGT ACC 

46 73.5 

mCherry-CT 

c/asa R 

GGA GGC TCT CGT TGA AGA TGG A  CCT CTA AAC 

AAG TGT ACC 

40 68.6 

CT-R C CCG GAA TTC TTA CTC CTC ATC ATC GCC ATC 

AAC G  

25 57.7 
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La construcción CAT-3/GFP se diseñó para integrar los fragmentos mediante el estuche In-

Fusion HD Cloning (Takara 639649) siguiendo las instrucciones del manual de uso. Esta 

construcción se diseñó para la inserción en el plásmido pCold I, amplificando el gen de la 

CAT-3 del DNA genómico de la cepa WT de N. cassa con los oligonucleótidos pCold 

C3GH F KpnI y Cs3-R’ gfp; la GFP unida a HPH se amplificó del plásmido pUC/GFP 

(Suaste-Olmos et al., 2018) con los oligonucleótidos C3s/CT LKT y HPH-R; y la región 

cat-3 3’ se amplificó del DNA genómico de la cepa WT de N. cassa usando los 

oligonucleótidos C33 F y pCold C3GH R XbaI.  

La construcción mCherry/C-terminal se diseñó para ser unida mediante una PCR de fusión 

y ser insertada por ligación al plásmido pJV15-2 usando las enzimas EcoRI y XbaI 

(Ramírez Cota, 2010). El fragmento mCherry se amplificó del plásmido pJV15-2 con los 

oligonucleótidos mCherry-F-XbaI y mChery-CT R; mientras que el fragmento del gen 

correspondiente al dominio C-terminal de la CAT-3 se amplificó del DNA genómico de 

una cepa WT de N. crassa. Se comprobaron ambas construcciones por secuenciación. 

20. Transformación de conidios de N. crassa por electroporación  

Se transformaron conidios recién cosechados, los cuales se incubaron previamente durante 

tres días a 30 °C, posteriormente se incubaron a 25 °C en presencia de luz durante 10 días 

para permitir su maduración. Se colocarón 1.25 X 10
8
 conidios en un microtubo de 1.5 mL 

estéril, se centrifugaron por 1 min a 9,000 rpm a 4 °C y se le eliminó por completo el agua 

sustrayendo con una micropipeta. La pastilla se resuspendió suavemente en 500 µL de 

sorbitol 1 M frío (4 a 8 °C) y se centrifugó por 30 s a 5,000 rpm a 4 °C repitiendo el lavado 

dos veces. En la última centrifugación se elimina por completo el líquido y la pastilla se 

vuelve a suspender en 40 µL de sorbitol, se añadió 1 µg de DNA de la construcción de 

interés ajustando el volumen final a 50 µL y mezclando hasta homogeneizar con la 

micropipeta. Los tubos se incubaron por 30 min en hielo. Los conidios se transfirieron a 

una celda para electrochoque de 0.2 cm enfriada previamente a 4 °C y se trataron con el 

programa Scp2 en un electroporador MicroPulser (BioRad 165-2100). 

Inmediatamente después de aplicar el pulso se adicionó a la celda 960 µL de sorbitol 1 M 

frío (4 a 8 °C) y los conidios se transfirieron a un tubo de 50 mL con 25 mL de solución de 
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recuperación estéril (2 mL de Vogel 50x en 100 mL de agua). Se incubó por dos horas a 30 

°C con agitación a 100 rpm. Posteriormente se agregó al tubo 25 mL de top agar  a una 40 

°C y se mezcló perfectamente. La mezcla se vertió sobre cajas Petri con medio de colonia 

aislada suplementado con el medio de selección, procurando dejar una película delgada con 

la solución de conidios. Las cajas se incubaron a 30 °C en oscuridad hasta la germinación 

de las colonias, entre 2 y 6 días de incubación. Las colonias se traspasaron a tubos 

inclinados con medio VS suplementado con el medio de selección para la obtención de 

conidios. El protocolo se realizó manteniendo esterilidad en todo momento. 

La solución del top agar contiene: 

Solución 1 Solución 2 

Sorbosa  2 g Glucosa 0.05 g 

Agar 1 g Fructosa 0.05 g 

Sorbitol 18.22 g Vogel 50x 2 mL 

Aforar con agua  50 mL Aforar con agua  50 mL 

Una vez esterilizadas por calor húmedo ambas soluciones se mezclan. 

Para limpiar el fondo genético de las cepas transformadas y obtener cepas homocariontes se 

transfirió una colonia aislada de cada cepa y se dispersó formando estrías sobre cajas de 

Petri con medio de colonia aislada suplementada con el marcador de selección, este 

procedimiento se realizó tres veces. Las cepas se comprobaron por amplificación por PCR 

punto final de las construcciones insertadas amplificando con un oligonucleótido río arriba 

del sitio de inserción y el oligonucleótidos del extremo 3’ de la construcción. 

21. Determinación del fenotipo de las cepas del hongo N. crassa 

21.1. Medición del crecimiento  

La medición del crecimiento de N. crassa se realizó en tubos para crecimiento en pista o 

"race tubes" con medio VS-agar (especificaciones de los "race tubes" en la página del 

FGSC). Para la inoculación de los tubos de pista se cultivaron 1 X 10
6 

conidios en caja Petri 

con medio VS-agar y se incubaron a 30 °C por 12 h, de la caja Petri se tomó un bocado de 

0.5 cm con micelio y se colocó sobre uno de los extremos del tubo de pista. Estos tubos se 
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incubaron a 30 °C y se realizaron marcas en el frente de crecimiento cada 12 h hasta 

obtener un mínimo de 6 marcas. 

Para la medición del crecimiento en condiciones de estrés por altas temperaturas, se 

pasaron los tubos de pista después de la primera marca con incubación a 30 °C a una 

incubadora a 42 °C con o sin luz. En el experimento de la medición del crecimiento en 

oscuridad los tubos se recubrieron con papel aluminio y se marcaron en una habitación 

oscura con luz roja. 

Para la medición del crecimiento en condiciones de estrés oxidante, se emplearon cajas 

Petri con medio VS-agar a las cuales se les añadió H2O2 a diferentes concentraciones (0, 1, 

3 y 5 mM). Las cajas se inocularon mediante un bocado de un cultivo sin H2O2, se 

incubaron a 30 °C en presencia de luz ambiental. Se realizó la primera marca 12 h después 

de la inoculación y se marcó el frente de crecimiento cada hora por 7 h. 

21.2. Producción de conidios 

Para la determinación de la producción de conidios se inocularon con 1 x 10
6
 conidios en 

tubos inclinados con medio VS-agar, y para favorecer el intercambio de gases se emplearon 

tapones de algodón. Se incubaron por 3 días a 30 °C en oscuridad y dos días a 25 °C en luz 

para la generación de conidios. Posteriormente se colectaron los conidios en un volumen 

estándar para todos los tubos de 6 mL de agua destilada estéril a 4 °C y se realizó el conteo 

de los conidios en una dilución 1:100 conidios/agua empleando una cámara de Neubauer. 

21.3. Producción de micelio aéreo 

Para medir la producción de micelio aéreo se midió la altura del micelio aéreo en tubos de 

ensaye de vidrio de 20 X 1.5 cm con tapón de algodón y medio VS-agar en una relación 1:3 

inoculado con 1 X 10
6
 conidios. Los tubos se incubaron 3 días a 30 °C en oscuridad y 2 

días a 25 °C en luz. Para medir la altura del micelio aéreo se empleó el borde del agar como 

base y considerando el tamaño del micelio aéreo hasta el final las hifas, se realizaron 5 

mediciones por tubo.  
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21.4. Germinación de conidios en medio de colonia aislada 

Para determinar la germinación de los conidios de cada cepa se inocularon y dispersaron 

200 conidios en cajas Petri con medio de colonia aislada. Las cajas se incubaron a 30 °C y 

se contaron las colonias germinadas cada 24 h hasta 72 h. 

22. Determinación del tipo de dimerización del dominio C-terminal 

Se obtuvieron las estructuras cristalográficas del PDB. Los códigos de acceso del PDB de 

cada proteína son: DJ-1 1ucf, YhBO 1io4, Hsp31 1izy, YDR533Cp 1qvw. Las estructuras 

cristalográficas del dímero y monómero del dominio C-terminal de las LSC se obtuvieron 

mediante la modificación de los cristales con código del PDB: CAT-1 3ej6, CAT-1 1sy7, 

PVC 2xf2, HPII 5bv2, catalasa de  M. thermophilus. 

Para determinar el área de interacción de los dímeros de las cuatro clases previamente 

definidas se corroboraron las interacciones entre aminoácidos empleando la base de datos 

PDBsum. Para determinar el área de interacción del dímero del domino C-terminal de la 

CAT-3 se utilizó la herramienta en línea PDBePISA con la cual se definieron los residuos 

que interaccionan en la interfaz así como el tipo de interacción. Los alineamientos de las 

estructuras se realizaron usando el programa PDBeFold. 

23. Alineamiento estructural de la estructura cristalográfica del dominio C-terminal  

Se usó el servidor POSA para realizar el alineamiento estructural de las proteínas (Li et al., 

2014), del cual se obtuvo un archivo PDB. Se emplearon los parámetros ideales del 

servidor. Mediante el programa PyMOL v1.7.4.4 se modificaron las estructuras para 

generar las imágenes usadas en la Figura 3 y 27.  
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Resultados 

1. El dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande representa una nueva 

forma de dimerización de la superfamilia DJ-1/ThiJ/PfpI  

El dominio C-terminal de las LSC se considera como parte de la superfamilia 

DJ-1/ThiJ/PfpI debido a que tienen un dominio DJ-1 conservado (ver Figura 4 y 

alineamiento de secuencias Apéndice I.2) (Bandyopadhyay & Cookson, 2004; Lucas & 

Marín, 2007). Los miembros de la superfamilia DJ-1/ThiJ/PfpI se clasifican según la 

manera en que interaccionan los monómeros para formar el dímero, identificando cuatro 

tipos de interacción, tipo DJ-1 (PARK7) (animales), tipo YhbO (E. coli), tipo Hsp31 (E. 

coli) y tipo YDR (S. cerevisiae), los cuales se caracterizan por tener regiones de interacción 

específicas del I al IV (Jung et al., 2012; Wei et al., 2007).  

Las regiones I son características de la clase tipo DJ-1 y constan de la hélice α1, la hebra 

β4, la parte amino terminal de la hélice α7, la parte del extremo carboxilo de la hélice α8, 

además de dos regiones de bucle que están entre β3-β4 y entre β11 y la hélice α7 (Figura 6 

A). Las regiones II son características de la clase tipo YhbO e involucran tres hélices en la 

interacción, la α2, la α4 y la α5 (Figura 6 B). Las regiones III son características de las 

Hsp31 y consisten de los 21 residuos del extremo amino, la región de β4 a β5 y los bucles 

entre β6 y α3. Es importante mencionar que la Hsp31 de E. coli cuenta con un asa de 45 

residuos adicional entre las regiones I y II que también están implicadas en la interacción 

(Figura 6 C). Las regiones IV son características de las proteínas tipo YDR y consisten en 

la región comprendida entre β7 y los residuos de la β8 a la β9 (Figura 6 D) (Jung et al., 

2012).  

El dominio C-terminal de las LSC forma un dímero en cada extremo de la forma 

tetramérica de las catalasas, sin embargo, esta forma dimérica no coincide con ninguna de 

los tipos de la clasificación reportada actualmente. En el dímero de dominios C-terminal de 

la CAT-3 de N. crassa se identificaron las zonas de interacción de la forma dimérica de este 

dominio y se denominaron como regiones V. Estas regiones están comprendidas por la 

interfaz entre la hélice 22 de la catalasa, que correspondería a las hélices 3y 4de la 
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estructura de la DJ-1 humana, así como el asa entre esta región y la hélice 

23correspondiente a la 5 en DJ-1) y al extremo carboxilo del dominio C-terminal 

(Figura 6 E).  

Las estructuras cristalográficas del dímero del dominio C-terminal de otras catalasas de 

subunidad grande se encuentran las mismas zonas de interacción que hemos denominado 

regiones V, siendo la hélice 22 de la CAT-3 que corresponde a la 26 de la CAT-1, a la 

30 de la PVC de Penicilium vitale, a la 32 de la HPII de E. coli (katE) y a la 28 de la 

catalasa de Mycobacterium thermophilus. En todas las catalasas participa también el 

extremo carboxilo (Figura 6 F). 

 

Figura 6. Tipos de dimerización de los miembros de la superfamilia 

DJ-1/ThiJ/PfpI. A) Dímero tipo DJ-1, regiones de interacción I. B) Dímero tipo 

YhbO, región II. C) Dímero tipo Hsp31, regiones III. D) Dímero tipo YDR, 

regiones IV. E) Dímero tipo dominio C-terminal de las LSC, regiones V. F) 

Superposición de los dímeros del dominio C-terminal de cinco LSC que cuentan 

con estructura cristalográfica: CAT-1 (cian pálido) y CAT-3 (azul pálido) de N. 

crassa, PVC (verde pálido) de P. janthinellun, HPII (anaranjado pálido) de E. coli 

y la catalasa de M. thermophilus (rosa pálido). Estructuras secundarias de las 
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diferentes proteínas representantes de cada tipo de forma dimérica con las regiones 

de interacción marcadas en rojo. Para orientar la posición de los monómeros se 

marcó la 1 en color azul. Figura basada en la de Jung et al., 2012 con el dímero 

del C-terminal de las LSC. 

La estructura cuaternaria de la DJ-1 humana es importante, ya que la oligomerización 

anormal en esta proteína está asociada con enfermedades neurodegenerativas. La forma de 

interacción de los dímeros también está asociada con su relación filogenética a nivel de 

secuencia y puede ayudar a entender la forma en que estas proteínas interaccionan con las 

proteínas desdobladas (Jung et al., 2012). 

2. Caracterización de la actividad de chaperona in vitro del dominio C-terminal de 

las catalasas de subunidad grande 

Anteriormente se reportó que la CAT-1 y la CAT-3 de N. crassa tienen actividad de 

chaperona y que esta actividad tiene relación con el dominio C-terminal, ya que la pérdida 

de este dominio causaba la pérdida de la actividad de chaperona de las LSC (Nava-

Ramírez, 2017). Sin embargo, era necesario realizar una caracterización más exhaustiva 

con los controles requeridos.  

2.1. Expresión y purificación de las diferentes proteínas 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos para la amplificación del gen cat-3 de N. crassa 

sin el dominio C-terminal (CAT-3
TD

), el dominio C-terminal de la CAT-3 (TDC3) y el gen 

de la chaperona Hsp31 de E. coli. Estos genes se clonaron en el plásmido pCold I para su 

expresión en E. coli. Se empleó este plásmido debido a que añade una etiqueta de 6xHis 

para su purificación por cromatografía de afinidad al níquel y utiliza un sistema de 

expresión en frío que favorece la traducción de la proteína de interés sobre las proteínas 

nativas. Todos los plásmidos se comprobaron por secuenciación para determinar que no 

tuvieran mutaciones y se estandarizaron las condiciones para su expresión y purificación 

(Figura 7 A-C).  

La CAT-3 se expresó y purificó empleando el plásmido pCold/C3 reportado anteriormente 

en Nava-Ramírez, 2017. La CAT-1 se purificó a partir de los conidios del hongo. Para 
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obtener la CAT-1 sin el dominio C-terminal (C63) se digirió la enzima purificada con la 

proteasa subtilisina A y se eluyó del gel de poliacrilamida después de su separación por 

PAGE (Figura 7 D, E). 

 

Figura 7. Separación por electroforesis de las proteínas expresadas en E. coli y 

purificadas por afinidad al Ni de la etiqueta 6xHis y de la CAT-1 purificada 

de N. crassa. A) CAT-3
TD 

(65 kDa) y su actividad en gel. B) SDS-PAGE de la 

TDC3 (19 kDa), la actividad de la CAT-3 y la ausencia de actividad de catalasa del 

péptido. C) Hsp31 (33 kDa). D) CAT-3 (80 kDa) y su actividad en gel. E) CAT-1 

(80 kDa) purificada de N. crassa y el C63 (63 kDa) y la actividad en el gel. En 

todos los paneles  el gel de la izquierda corresponde al SDS-PAGE y el gen de la 

actividad a la derecha se corrió en condiciones nativas. 

2.2. Protección de la alcohol deshidrogenasa de la desnaturalización en presencia 

de una catalasa de subunidad grande o de su dominio C-terminal  

Para determinar la actividad de chaperona in vitro de las LSC se emplearon las LSC CAT-

1, CAT-3 y CAT-R; el TDC3, las LSC sin dominio C-terminal C63 y CAT-3
∆TD

 y las SSC 
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CAT-A y CAT-Bov. Se usaron diferentes ensayos de chaperona donde se desnaturalizaron 

diferentes proteínas con calor, 8M de urea o por oxidación con 500 M de H2O2. Como 

control positivo se empleó la chaperona Hsp31 y como negativo la albúmina de suero 

bovino (BSA). En estos ensayos se lee por espectrofotometría la dispersión de la luz a 360 

nm provocada por la desnaturalización y la subsecuente agregación de las proteínas. Como 

sustratos se usaron las enzimas comerciales alcohol deshidrogenasa de S. cerevisiae 

(ADH), y para corroborar que la protección contra la desnaturalización no es especifica se 

emplearon también la citrato sintasa de puerco (CS) y la -galactosidasa de E. coli (-gal) 

(datos de estas últimas dos enzimas en el Apéndice I.3, ya que solo se realizaron con una 

sola condición de desnaturalización). En cada ensayo se midió posteriormente la actividad 

residual de la enzima sustrato para determinar el porcentaje de actividad conservado. 

2.2.1. Protección contra la desnaturalización con calor 

La ADH muestra un proceso de desnaturalización al ser incubada a 45 °C, lo cual puede ser 

medido por el incremento de la señal de la dispersión de la luz. Se puede observar una 

protección de la desnaturalización de la ADH en presencia de la CAT-1, la CAT-3 y la 

CAT-R (Figura 8 A, B) que es proporcional a la concentración empleada de estas catalasas 

(Nava-Ramírez, 2017). Al emplear el dominio C-terminal de la CAT-3, TDC3, la 

protección contra la desnaturalización se mantiene y protege a la  ADH de manera similar a 

la catalasa completa; en contraste, las catalasas que no cuentan con el dominio C-terminal, 

C63 y C3
TD

, así como las SSC CAT-A y CAT-Bov, no protegen a la ADH de la 

desnaturalización. La Hsp31 (control positivo), como lo reportado, también protege a la 

ADH de la desnaturalización (Sastry, et. al. 2004), mientras que la BSA no lo hace (control 

negativo) (Figura 8 A, B).  

Al medir la actividad de la ADH después de los diferentes ensayos, se observó que hay una 

correlación positiva entre la protección de la desnaturalización y el porcentaje de actividad 

conservado de la enzima. Las LSC y el TDC3 conservan entre un 90 y 80% de la actividad 

de la ADH, mientras que las sin dominio C-terminal y las SSC solo llegan a conservar un 

20% de la actividad (Figura 8 C). 
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Figura 8. Protección de la ADH contra la desnaturalización a 45 °C. A) 

Dispersión de la luz (u. a. unidades arbitrarias) generada por la agregación de la 

ADH a 45 °C. En presencia de la CAT-3 de N. crassa 1.5 μM (círculos vacíos) y 3 

μM (triángulos invertidos rellenos), del TDC3 6 μM (triángulos vacíos), de la 

CAT-A 6 μM (cuadrados vacíos) o de la CAT-3
∆TD

 6 μM (cuadrados rellenos). El 

control negativo se realizó con albúmina 6 μM (BSA) (círculos rellenos) y el 

positivo con Hsp31 6 μM (rombos rellenos). B) Promedio del valor final de 

dispersión de la luz de tres experimentos independientes. C) Porcentaje de 

actividad de la ADH después del ensayo de chaperona, promedio de tres 

experimentos independientes. 

 

2.2.2. Protección contra la desnaturalización con 8 M de urea 

La ADH se desdobla en presencia de urea 8 M, proceso que se puede seguir en el tiempo 

mediante un aumento en la dispersión de la luz. En presencia de la CAT-1, la CAT-3 y la 

CAT-R; el TDC3 (dominio C-terminal de la CAT-3) y la chaperona Hsp31 se observa una 

baja señal de la dispersión de la luz, indicando la protección de la ADH a la 

desnaturalización; en contraste, en presencia de las SSC y las LSC sin el dominio C-

terminal no se observa esta protección, presentado una señal similar al control con BSA 

(Figura 9 A, B).  

Similar a lo observado con la desnaturalización de la ADH a 45 °C, se observa una 

correlación positiva entre el porcentaje de actividad conservado al final de los ensayos y el 

nivel de protección de la desnaturalización. Las LSC y el TDC3 conservan entre un 95 y 
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85% de la actividad de la ADH, mientras que la C63 solo conserva un 10% de la actividad 

(Figura 9 C). 

 

Figura 9. Protección de la ADH contra la desnaturalización con 8 M de urea. 

A) Dispersión de la luz (u. a.) generada por el desdoblamiento de la ADH con 8 M 

de urea a 25 °C. En presencia de la CAT-3 a 0.25 μM (círculos vacíos) y 0.5 μM 

(triángulos invertidos rellenos), del TDC3 0.5 μM (triángulos vacíos), de la CAT-A 

0.5 μM (cuadrados vacíos) o de la CAT-3
∆TD

 0.5 μM (cuadrados rellenos). El 

control negativo se realizó con 0.5 μM de BSA (círculos rellenos) y el positivo con 

0.5 μM de Hsp31 (rombos rellenos). B) Promedio del valor final de dispersión de 

la luz de tres experimentos independientes. C) Porcentaje de actividad de la ADH 

después del ensayo de chaperona, promedio de tres experimentos independientes. 

 

2.2.3. Protección contra la desnaturalización por oxidación con peróxido 

de hidrógeno 

Se estandarizaron las condiciones para la desnaturalización de la ADH por oxidación, para 

lo cual se empleó H2O2 500 M. Se empleó una concentración alta según lo reportado en 

Men & Wang (2007) y se midió la dispersión de la luz generada por la desnaturalización 

de la enzima en el tiempo. Para evitar la descomposición del H2O2 por la actividad de 

catalasa, las catalasas empleadas en este ensayo se inhibieron irreversiblemente con azida 

de sodio. 

Se observó que la CAT-1, la CAT-3, el dominio C-terminal TDC3 y la chaperona Hsp31 

protegen la ADH de la desnaturalización por oxidación. Las SSC y las LSC sin el dominio 
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C-terminal no protegen (Figura 10 A, B). Como lo observado en los ensayos anteriores, el 

porcentaje de actividad conservado por la ADH al final de cada ensayo tiene una 

correlación positiva con la protección observada. La CAT-1, la CAT-3 y el TDC3 

conservan hasta en un 90% la actividad de la enzima, mientras que las SSC y las LSC sin 

el dominio C-terminal solo conservan menos del 10% (Figura 10 C). 

 

Figura 10. Protección de la ADH contra la desnaturalización por oxidación 

con H2O2. A) Dispersión de la luz (u. a.) generada por el desdoblamiento de la 

ADH con 500 μM de H2O2 a 25 °C. En presencia de la CAT-3 1.5 μM (triángulos 

invertidos rellenos) y 3 μM (círculos vacíos), del TDC3 6 μM (triángulos vacíos), 

de la CAT-A (cuadrados vacíos) o de la CAT-3
∆TD

 (cuadrados rellenos). Todas las 

catalasas se inactivaron con 3 μM de azida de sodio. El control negativo se realizó 

con BSA 6 μM (rombos rellenos) y el control positivo con Hsp31 6 μM (rombos 

vacíos). B) Promedio del valor final de dispersión de la luz de tres experimentos 

independientes. C) Porcentaje de actividad de la ADH después del ensayo de 

chaperona, promedio de tres experimentos independientes. 

2.3. El dominio C-terminal de la catalasa-3 protege al dominio catalítico y a la 

catalasa de bovino contra la desnaturalización  

Se realizó un ensayo de chaperona usando como sustrato la CAT-3
∆TD

 y la CAT-Bov. Estas 

enzimas se desnaturalizaron incubando a 55 °C. Se observó que el TDC3 protege a estas 

enzimas de la desnaturalización con calor de manera dependiente de la concentración 

(Figura 11 A, B). 
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Figura 11. Protección de la CAT-Bov y la CAT-3
∆TD

 de la desnaturalización 

con calor en presencia del dominio TDC3. A) Dispersión de la luz de dos 

catalasas al ser incubadas a 55 °C. Como control se usó 6 µM de BSA con 6 µM de 

CAT-3
∆TD

 (círculos rellenos) y 6 µM CAT-Bov (triángulos vacíos). Se empleó 

TDC3 a 3 y 6 µM en presencia de CAT-3
∆TD

 6 µM (círculos vacíos y triángulos 

rellenos respectivamente) y en presencia de CAT-Bov 6 µM (cuadrados vacíos y 

rellenos respectivamente). B) Promedio del valor final de dispersión de la luz de 

tres experimentos independientes. 

2.4. Las catalasas de subunidad grande y su dominio C-terminal ayudan a 

recuperar la actividad de la alcohol deshidrogenasa después de la 

desnaturalización 

La chaperona Hsp31 de E. coli contribuye a disminuir el tiempo de recuperación de la 

estructura nativa de las proteínas parcial o completamente desnaturalizadas a las que se une, 

ayudando a recuperar con ello la actividad de las proteínas sustrato de manera 

independiente del ATP (Malki et al., 2003; Sastry et al., 2002). Empleando un ensayo de 

recuperación de la actividad de la ADH, se determinó si el dominio C-terminal de las LSC 

puede contribuir también a la recuperación de la estructura nativa. 

La ADH se desnaturalizó al incubarla a 45ºC por 2.5 h, tiempo en el que se observó la 

pérdida casi total de la actividad (Figura 8 C), posteriormente se incubó a temperatura 

ambiente durante 0, 30, 60, 120 y 180 min, en presencia de las diferentes chaperonas a la 

concentración que protege casi totalmente otras proteínas de la desnaturalización (Figura 
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12). Se observó que la ADH por sí misma puede recuperar hasta un 20% de su actividad al 

ser incubada 90 min y se mantiene este porcentaje incluso después de ser incubada por 180 

min. La Hsp31 recupera la actividad de la ADH un 35% desde los 30 min de incubación y 

50% después de 60 min. La CAT-3 y la TDC3 contribuyen a la recuperación de la actividad 

de manera más eficiente que la chaperona Hsp31, ya que pueden recuperar el 100% de la 

actividad después de ser incubadas por 90 min con CAT-3 y después de 120 min con 

TDC3. En cambio, la recuperación de la actividad de la SSC CAT-A es similar a la de la 

ADH sola (Figura 12). 

 

Figura 12. Ensayo de recuperación de la actividad de la ADH. La ADH 6 μM 

se desnaturalizó al ser incubada a 45ºC por 2.5 h. Posteriormente se incubó 

diferentes tiempos 0, 30, 60, 90, 120 y 180 min a temperatura ambiente en ausencia 

(círculos vacíos) o presencia de las chaperonas en las concentraciones empleadas 

anteriormente: Hsp31 6 μM (cuadrados vacíos), CAT-3 3 μM (triángulos invertidos 

rellenos), TDC3 6 μM (triángulos vacíos) y CAT-A 6 μM (cuadrados rellenos y 

después se midió la actividad de la ADH. Como control se empleó la ADH 6 μM 

sin desnaturalizar (círculos rellenos) incubada a temperatura ambiente por los 

diferentes tiempos. 

3. Determinación del mecanismo de acción de la actividad de chaperona de las 

catalasas de subunidad grande 

Las chaperonas pequeñas independientes de ATP tienen en esencia el mismo 

mecanismo de acción a pesar de su gran diversidad estructural. Este se basa en la 
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unión de superficies hidrófobas flexibles con las superficies hidrófobas expuestas de 

la proteína sustrato, junto con interacciones electrostáticas para estabilizar la 

interacción (Nava-Ramírez & Hansberg, 2020a). Por ello, para determinar el 

mecanismo de acción de la actividad de chaperona del dominio C-terminal, se evaluó 

si éste tiene zonas hidrofóbicas en la superficie, así como la participación de éstas y 

de interacciones electrostáticas en dicha actividad. 

3.1. Importancia de las zonas hidrofóbicas en la superficie de la proteína 

para la actividad de chaperona de las catalasas de subunidad grande 

Para elucidar el mecanismo de interacción con las proteínas parcialmente desnaturalizadas, 

se determinó si había exposición de zonas hidrofóbicas en la superficie del dominio C-

terminal como se ha mostrado para la chaperona Hsp31 en E.coli (Sastry et al., 2002). Se 

realizó un ensayo con la sonda bis-ANS que se une de manera específica a las cavidades 

hidrofóbicas de las proteínas generando un incremento en su señal de fluorescencia (Hawe 

et al., 2008; Oshinbolu et al., 2018).  

Se observó que la CAT-1, la CAT-3 y el TDC3, así como la chaperona Hsp31 presentan 

una señal de fluorescencia mayor a temperatura ambiente que las SSC (CAT-A y CAT-

Bov), la C63 y la BSA, lo cual indica que presentan una mayor hidrofobicidad en su 

superficie. Al incubar las proteínas con la sonda a 45ºC por 30 min se observó un 

incremento en la señal de la sonda con la chaperona Hsp31, con las LSC y con el TDC3, 

siendo ligeramente mayor la señal en el caso de estas últimas. La C63 y las SSC no 

presentaron un aumento significativo en la señal después de su incubación a 45 °C (Figura 

13 A-C).  
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Figura 13. Fluorescencia de la sonda bis-ANS cuando se une a las zonas 

hidrofóbicas que se exponen en la superficie de las proteína. A) Espectro de 

fluorescencia emitido por la sonda bis-ANS por sí sola (círculos vacíos) y al ser 

incubada con las diferentes proteínas, 30 minutos a temperatura ambiente o a 45 

°C: Hsp31 (triángulos vacíos y rellenos respectivamente), CAT-3 (cuadrados 

vacíos y rellenos respectivamente) y TDC3 (rombos vacíos y rellenos 

respectivamente). B) Espectro de fluorescencia de la sonda bis-ANS al ser 

incubada con las diferentes proteínas, 30 minutos a temperatura ambiente o a 45 

°C: CAT-A (cuadrados vacíos y rellenos respectivamente) y BSA (triángulos 

vacíos y rellenos respectivamente). C) Porcentaje del pico máximo de 

fluorescencia de tres experimentos independientes, a temperatura ambiente (gris 

oscuro) y después de su incubación a 45 °C (gris claro). La diferentes proteínas se 

usaron a una concentración de 0.8 µM como dímeros o tetrámeros, según se usó 

previamente, y la sonda bis-ANS a 1.2 µM. 
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Se realizó un ensayo de inhibición de la actividad de chaperona empleando la sonda bis-

ANS la cual, al ser expuesta a la luz UV, genera un enlace covalente con algún aminoácido 

cercano cargado  positivamente. Este tipo de ensayo se ha empleado en varios estudios para 

la inhibición de la actividad de chaperona, así como para identificar las zonas de 

interacción de las proteínas parcialmente desnaturalizadas con las chaperonas (Jiao et al., 

2008; Sastry et al., 2002; Seale et al., 1995). 

Las proteínas Hsp31, la CAT-3, la CAT-1 y el TDC3 se incubaron 30 min a 45 °C con la 

sonda bis-ANS y posteriormente se expusieron a la luz UV (366 nm) por 10 min a 

temperatura ambiente. Se observó que después de irradiar las proteínas se inhibe la 

protección de la ADH cuando se desnaturaliza a 45 °C, ya que en todos los casos se 

observa un aumento en la dispersión de luz que es parecido al control con BSA (Figura 14 

A, B). 

 

Figura 14. Inhibición de la actividad de chaperona por foto-incorporación de 

la sonda bis-ANS. A) Dispersión de la luz de la ADH 6 µM a 45 °C por 150 min 

en presencia de BSA 6 µM (círculos rellenos), de la CAT-3 3 µM, sin y con 

tratamiento con la sonda bis-ANS (círculos vacíos y triángulos rellenos 

respectivamente), del TDC3 6 µM, sin y con tratamiento (círculos vacíos y rombos 

rellenos respectivamente) y de la Hsp31 6 µM, sin y con tratamiento (triángulos 

vacíos y cuadrados rellenos respectivamente). B) Promedio del valor final de 

dispersión de la luz de tres experimentos independientes. Se empleó la sonda bis-

ANS a una concentración de 12 µM. Después de incubar por 30 minutos a 45 °C 
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con la sonda bis-ANS, las proteínas se expusieron a 366 nm por 10 minutos a 

temperatura ambiente para favorecer la foto-incorporación de la sonda. 

Para determinar si la sonda bis-ANS inhibe la actividad de chaperona, se incubó la ADH a 

45 °C en presencia del TDC3, añadiendo el bis-ANS a los 10 min de iniciada la 

incubación. Se observó que el TDC3 deja de proteger a la ADH de la desnaturalización 

después de añadir la sonda a la celda, aunque el aumento en la dispersión de la luz es más 

lento que en el control (Figura 15). 

 

Figura 15. El TDC3 y la sonda bis-ANS interaccionan con la misma zona de la 

ADH parcialmente desnaturalizada. Dispersión de la luz de la ADH 6 µM a 45 

°C por 150 min en presencia de BSA 6 µM (rombos), en presencia de TDC3 6 µM 

(triángulos) o en presencia de TDC3 6 µM pero agregando 12 µM de la sonda bis-

ANS 10 minutos después de iniciada la lectura (indicado con la flecha) 

(cuadrados). Para evitar la foto-incorporación de la sonda bis-ANS, en este ensayo 

se leyó la dispersión de la luz a 500 nm.  

 

3.2. Importancia de las interacciones electrostáticas en la actividad de 

chaperona de las catalasas de subunidad grande  

Las interacciones electrostáticas contribuyen de manera importante en la actividad de 

chaperona de algunas enzimas, como es el caso de Spy ( Lee et al., 2018). Para determinar 

la contribución de las interacciones electrostáticas en la actividad de chaperona de las LSC 

se empleó el ensayo de protección de la desnaturalización de la ADH a 45 °C aumentando 
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progresivamente la fuerza iónica del amortiguador al añadir diferentes concentraciones de 

NaCl. Además, se realizó un ensayo de protección contra la desnaturalización de la ADH a 

45 °C usando diferentes valores de pH, aunque no se observó diferencias significativas (ver 

Apéndice I.4). 

Se observó que, al aumentar la fuerza iónica del amortiguador, la Hsp31, la CAT-3 y el 

TDC3 comienzan a perder la capacidad de proteger a la ADH de la desnaturalización. La 

Hsp31 comienza a perder la capacidad de protección a partir de 0.15 M, llegando a una 

meseta a los 0.5 M de NaCl, perdiendo un 50% de protección; la CAT-3 y el TDC3 se 

comportan de manera similar, empezando a perder la capacidad de protección a partir de 

0.3 M, perdiendo un 35% de protección a 1 M de NaCl (Figura 16). 

 

Figura 16. El aumento en la fuerza iónica del medio afecta la actividad de 

chaperona de la CAT-3 y del dominio TDC3. Dispersión de la luz a 360 nm de la 

ADH 6 µM a 45 °C por 150 min en presencia de BSA 6 µM (rombos), de Hsp31 6 

µM (cuadrados), de CAT-3 3 µM (triángulos) o de TDC3 6 µM (círculos) en 

diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7 y 1 M) en el amortiguador de 

fosfatos 10 mM pH 7.0. Promedio del valor final de dispersión de la luz de tres 

experimentos independientes.  
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3.3. Determinación de la zona de interacción con las proteínas parcialmente 

desnaturalizadas  

3.3.1. Predicción de las zonas de interacción  

Para determinar la zona de interacción de las proteínas parcialmente desnaturalizadas con 

el dominio TDC3 se emplearon dos servidores: el servidor CASTp3.0 para predecir las 

cavidades en su estructura y el servidor InterProSurf para predecir los posibles residuos de 

interacción con otras proteínas, dependiendo de la accesibilidad al solvente. Se observó 

que la cavidad en la interfaz del dímero es la de mayor tamaño presentando un área de 

381.695 Å
2
 y un volumen de 184.653 Å

3
, siendo la zona más probable de interacción con las 

proteínas parcialmente desnaturalizadas (Figura 17 A). Los residuos con mayor 

probabilidad de interacción con otras proteínas se encuentran en la región cercana al 

extremo carboxilo del dominio C-terminal y en los extremos de la cavidad, siendo los 

aminoácidos con mayor probabilidad de interacción W660, K662, V704, F705 y con una 

probabilidad media de interacción D656, Y658, R659, K706, F707, R710, F711 (Figura 17 

B). 

 

Figura 17. Predicción de las cavidades y de la posible zona de interacción del 

dominio TDC3 con otras proteínas. A) Predicción de las cavidades en la estructura 

del dímero TDC3, en rojo la cavidad predicha presenta un área de 381.695 Å
2
 y un 

volumen de 184.653 Å
3
 en la interfaz de la unión de los monómeros del TDC3. B) 

Predicción de las zonas de interacción con otras proteínas del dominio TDC3, se 

marcan en rojo los aminoácidos con mayor probabilidad de interacción (W660, K662, 
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V704, F705) y en verde los de probabilidad media (D656, Y658, R659, K706, F707, 

R710, F711). 

 

3.3.2. Pérdida de la actividad de chaperona con la eliminación de los 

últimos 17 aminoácidos del extremo carboxilo del dominio 

C-terminal de las catalasas de subunidad grande 

Para confirmar si la zona cercana al carboxilo terminal interacciona con las proteína 

sustrato, se eliminaron los últimos 17 aminoácidos correspondientes al asa del extremo 

carboxilo, que comprende 7 aminoácidos hidrofóbicos, 9 aminoácidos con carga y una 

glicina, de los cuales V704 y F705 tienen alta probabilidad de interacción y K706, F707, 

R710, F711 presentan una probabilidad media de interacción. Los plásmidos del TDC3 y 

de la CAT-3 sin los últimos 17 aminoácidos (TDC3
Δ17aa

 y CAT-3
Δ17aa

) se expresaron en E. 

coli y se obtuvo los péptidos del tamaño esperado (Figura 15). La CAT-3
Δ17aa

 conserva la 

actividad de catalasa en un zymograma (Figura 18 B). 

 

Figura 18. Separación por electroforesis de las proteínas sin los últimos 

17 aminoácidos, expresadas en E. coli. A) TDC3
Δ17aa

 (18 kDa). B) CAT-

3
Δ17aa

 (81 kDa) y su actividad en el gel. En ambos paneles  el gel de la izquierda 

corresponde al SDS-PAGE, el gen de la actividad del panel B corresponde al de la 

derecha y se corrió en condiciones nativas. 
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Se usaron estas dos proteínas en un ensayo de chaperona para determinar si protegen otras 

proteínas de la desnaturalización, como en el caso de sus variantes completas. Se observó 

que tanto la CAT-3
Δ17aa

 como la TDC3
Δ17aa

 perdieron casi completamente (85%) la 

capacidad de proteger a la ADH de la desnaturalización a 45 °C, mientras que la CAT-3 y 

el dominio TDC3 a la misma concentración, protegen casi al 100% en estas condiciones 

(Figura 19).  

 

Figura 19. La CAT-3 sin los últimos 17 aminoácidos pierde su actividad de 

chaperona. A) Dispersión de la luz a 360 nm de la ADH 6 µM a 55 °C por 150 

min, con BSA 6 µM como control (rombos). En presencia de la CAT-3 3 µM 

(triángulos vacíos), del TDC3 6 µM (cuadrados vacíos), de la CAT-3
17aa

 3 µM 

(triángulos rellenos) o del TDC3
17aa

 6 µM (cuadrados rellenos). B) Promedio del 

valor final de dispersión de la luz de tres experimentos independientes. 

 

4. Determinación de la función in vivo de la actividad de chaperona del dominio 

C-terminal de las catalasas de subunidad grande 

4.1. La sobreexpresión de la catalasa-3 o de su dominio C-terminal contribuye a 

la supervivencia de E. coli ante diferentes condiciones de estrés 

La expresión de algunas chaperonas favorece la supervivencia de E. coli en algunas 

condiciones de estrés (Chernova et al., 2020; Mujacic & Baneyx, 2007; Takeuchi, 2006). 

Para determinar si la actividad de chaperona del dominio C-terminal de las LSC tiene una 
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función in vivo, se evaluó si la expresión del TDC3 o de la CAT-3 aumentan la 

supervivencia de E. coli ante el estrés por calor, el oxidante y el osmótico. 

Se empleó para ello la cepa UM2 de E. coli que carece de los genes de las dos catalasas (la 

LSC HPII es ortóloga de la CAT-1 de N. crassa). Se transformó esta cepa con los 

plásmidos para expresar Hsp31, CAT-3, TDC3 o CAT-3
∆TD

 respectivamente y como 

control se empleó la cepa sin transformación. Se utilizaron las mismas condiciones de 

expresión para las diferentes proteínas y posteriormente se sometieron a las diferentes 

condiciones de estrés. El crecimiento a 37 °C se siguió con un lector de placas midiendo la 

basorbancia a 600 nm hasta alcanzar la fase estacionaria a las 48 h. 

4.1.1. Crecimiento de E. coli después de un estrés por calor 

Se incubaron las diferentes cepas a 55 °C por diferentes tiempos (0, 10, 30 y 60 min) sin 

agitación y posteriormente se determinó el crecimiento después del estrés. Tanto la cepa que 

expresa CAT-3 como la que expresa el dominio TDC3 presentan el mismo crecimiento en 

todos los tiempos. La cepa que expresa Hsp31 crece menos (25%) después de ser incubada 

hasta por 30 min a 55 °C, pero deja de crecer después de los 60 min de incubación. La cepa 

UM2 sin plásmido o expresando sólo el dominio catalítico CAT-3
∆TD

 presentan una caída 

drástica del crecimiento después de los 10 min de incubación, un poco mayor en la última 

(Figura 20). A temperaturas menores de 55 °C no se observaron diferencias significativas 

entre la supervivencia de las cepas que expresan Hsp31, TDC3 y CAT-3. 

 

Figura 20. Crecimiento de E. coli después de un estrés por calor cuando 

expresa una chaperona. Crecimiento a las 48 h después de la incubación a 55 °C 
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por diferentes tiempos (0, 10, 30 y 60 min): Hsp31 (círculos vacíos), CAT-3 

(triángulos rellenos), TDC3 (triángulos vacíos) y CAT-3
∆TD

 (cuadrados rellenos) y 

como control la cepa UM2 de E. coli (círculos rellenos).  

 

4.1.2. Crecimiento de E. coli después de un estrés oxidante  

Debido a la importancia de la actividad de catalasa de las LSC para contender con el estrés 

oxidante en el hongo y a que éstas pueden proteger a otras proteínas de la 

desnaturalización por oxidación (Figura 10), se probó si la expresión de estas chaperonas 

podría favorecer la supervivencia de E. coli después de someterla al estrés oxidante. 

Después de la expresión de las proteínas, se incubaron las cepas con diferentes 

concentraciones de H2O2 (0, 3, 5, 7, 10, 15, 20 y 30 mM) por 25 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente, las bacterias se diluyeron 30 veces en medio LB y se midió su 

crecimiento incubando a 37 °C. Con respecto al control sin H2O2, se observó que la cepa 

que expresa CAT-3 crece un 80% con 10 mM y 65% con 30 mM de H2O2; la cepa que 

expresa el TDC3 crece un 70% con 10 mM de H2O2, pero pierde viabilidad paulatinamente 

a mayores concentraciones de H2O2 y deja de crecer a 30 mM H2O2. Las cepas Hsp31 y 

CAT-3
∆TD 

presentan una caída drástica de la viabilidad de 5 mM de H2O2 en adelante que 

es similar a la cepa UM2, que no expresa ninguna chaperona (Figura 21 A). 

Debido a que en este ensayo no se puede inhibir la actividad de catalasa de la CAT-3 sin 

afectar las bacterias, se realizó una sustracción de los valores del TDC3 de los de la CAT-

3, para hacer explícito sólo el efecto de la actividad de catalasa (sin el efecto de la 

chaperona). Se observa que la contribución de la actividad de catalasa al crecimiento es 

principalmente a concentraciones altas de H2O2 (20-35 mM). Para determinar el efecto de 

la actividad de chaperona de la CAT-3 se sustrajeron los valores de la curva de Hsp31 a los 

del TDC3. Se observa que el efecto de chaperona del TDC3 es mayor a concentraciones 

bajas de H2O2 (7-15 mM) (Figura 21 B). 
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Figura 21. Crecimiento de E. coli después de un estrés oxidante cuando 

expresa una chaperona. A) Crecimiento a las 48 h después de la incubación por 

25 min con diferentes concentraciones de H2O2 (0, 3, 5, 7, 10, 15, 20 y 30 mM): 

Hsp31 (circulos vacíos), CAT-3 (triángulos rellenos), TDC3 (triángulos vacíos) y 

CAT-3
∆TD

 (cuadrados rellenos). Como control se empleó la cepa UM2 de E. coli 

(circulos rellenos). B) Efecto en el crecimiento de cada actividad de la CAT-3: la 

curva TDC3 se restó de la curva CAT-3 para mostrar el efecto de la actividad de 

catalasa (círculos rellenos), la curva Hsp31 se restó de la curva TDC3 para mostrar 

el efecto de la actividad de chaperona de la CAT-3 (círculos vacíos).  

 

4.1.3. Crecimiento de E. coli en estrés osmótico 

Se crecieron las cepas en presencia de diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7 

y 1 M) y se observó que todas se ven afectadas en su crecimiento sin haber grandes 

diferencias (Figura 22). Sin embargo, en comparación con el control, las cepas CAT-3 y 

TDC3 crecen mejor (90% vs 64% a 0.3 M y 50% vs 28% a 1 M) y la Hsp31 tiene un 

crecimiento intermedio (78% a 0.3 y 40% a 1 M). 
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Figura 22. Crecimiento de E. coli durante un estrés osmótico cuando expresa 

una chaperona. Porcentaje de crecimiento de las cepas de E. coli en presencia de 

diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7 y 1 M) por 24 h. Hsp31 

(círculos vacíos), CAT-3 (triángulos rellenos), TDC3 (triángulos vacíos) y 

CAT-3
∆TD

 (cuadrados rellenos). Como control se empleó la cepa UM2 de E. coli 

(círculos rellenos). 

 

4.2. La función fisiológica de la actividad de chaperona del dominio C-terminal 

de la catalasa-3 en el hongo N. crassa  

4.2.1. Separación de los dos dominios de actividad, de catalasa y de 

chaperona, de la catalasa-3 etiquetados con proteínas fluorescentes  

Para determinar la función fisiológica en el hongo de la actividad de chaperona de las LSC, 

se generaron mutantes de la CAT-3, separando el dominio con actividad de catalasa y el 

dominio con actividad de chaperona y cada dominio se etiquetó con una proteína 

fluorescente diferente. Estas mutantes se construyeron para observar la localización de la 

CAT-3 en condiciones fisiológicas en el hongo, así como la caracterización del fenotipo en 

condiciones con y sin estrés durante el crecimiento y la diferenciación celular en el proceso 

de la reproducción asexual.  

Para etiquetar el dominio con actividad de catalasa se empleó el gen cat-3 sin la región del 

dominio C-terminal (del residuo de aminoácido 1 al 560, 1.7 kb) añadiendo en el extremo 

carboxilo la secuencia del gen de la proteína verde fluorescente (0.5 kb). Esta construcción 
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se diseñó para insertarse por recombinación homóloga en el locus cat-3. Como mecanismo 

de selección se añadió el marco de lectura abierto del gen que confiere la resistencia a 

higromicina (hph), expresado bajo el control del promotor del gen de trpC implicado en la 

biosíntesis del triptófano para conseguir una expresión constitutiva (Figura 23 A). Se 

insertó la construcción en el plásmido pCold I y se verificó por secuenciación que no 

presentara mutaciones. Con esta construcción se transformó la cepa al-1;∆mus-51 y se 

verificó su inserción en cat-3 por PCR de punto final (Figura 23 C). Se utilizó el fondo 

genético al-1, una mutante que no sintetiza carotenos, ya que producen fluorescencia, y 

∆mus-51 para evitar la recombinación heteróloga. La cepa obtenida se denominó CAT-

3
ΔTD/GFP

. 

Para etiquetar el dominio con actividad de chaperona se empleó la región del gen cat-3 

correspondiente al dominio C-terminal (del residuo de aminoácido 568 al 719, 0.5 kb) y se 

le fusionó en el extremo amino la secuencia del gen de la proteína mCherry monomérica 

(1.4 kb). Se insertó esta construcción en el plásmido pJV15-2 (Ramírez Cota, 2010), río 

abajo del promotor ccg-1, que responde a la luz. Este plásmido contiene las secuencias 

necesarias para insertar por recombinación homóloga en el locus his-3 (Figura 23 B). Se 

usó la cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 como fondo genético para seleccionar aquellas 

mutantes que complementaran la auxotrofía de histidina. El plásmido se secuenció para 

comprobar que no presentara mutaciones y con él se transformó el hongo; posteriormete, 

las mutantes seleccionadas se verificaron por PCR punto final (Figura 23 D). La cepa 

escogida se denominó mCherry/TDC3. 

La cepa doble mutante se obtuvo a partir de la cruza sexual entre la cepa CAT-3
ΔTD/GFP

 y la 

cepa mCherry/TDC3. Las mutantes dobles se seleccionaron por la resistencia a 

higromicina y por no presentar la auxotrofía a la histidina. Las cepas mutantes obtenidas se 

verificaron por PCR punto final para las dos construcciones (Figura 23 E, F).  
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Figura 23. Construcciones para etiquetar los dos dominios de la CAT-3 con 

proteínas fluorescentes y la comprobación de las cepas por PCR. A) 

Representación de la construcción del gen cat-3 sin el dominio C-terminal (cat-3 

sin TD) etiquetada con la proteína verde fluorescente (GFP) en su extremo 

carboxilo. Se añadió el terminador del triptófano (tTrp) seguido del promotor del 

triptófano (pTrp) y el gen de la resistencia a higromicina (hph). Esta construcción 

se diseñó para insertarse en el locus del gen cat-3 por recombinación homóloga, 

usando como las regiones de recombinación el gen sin el dominio C-terminal (1.7 

kb) y una secuencia de 1.5 kb río abajo del gen. B) Representación de la 

construcción para etiquetar el dominio C-terminal de la CAT-3 (C-term) con la 

proteína mCherry en su extremo amino. Se le añadió el promotor ccg-1 presente en 

el plásmido pJV15-2. Esta construcción se diseñó para insertarse en el locus his3 

usando las regiones his3 5’ y his3 3’ presentes en el plásmido pJV15-2. C) 

Comprobación por PCR de la cepa mutante CAT-3
ΔTD/GFP

. Se amplificó a partir del 

DNA genómico de la cepa mutante y la cepa WT la región del gen cat-3 previa al 

dominio C-terminal y unas 100 pares de bases río abajo del gen que corresponden a 

500 pb en el gen WT y a 2.9 kb si se insertó la construcción. D) Comprobación por 
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PCR de las cepas mutantes mCherry/TDC3. Se emplearon los oligonucleótidos 

específicos para amplificar el gen mCherry unido al dominio C-terminal de la 

CAT-3 con un tamaño de 1.9 kb, usando el DNA genómico de las cepas mutantes y 

la cepa WT. E) Comprobación por PCR de la presencia de la construcción CAT-

3
ΔTD/GFP

 en las cepas mutantes dobles obtenidas por cruza. Se usó para ello el DNA 

genómico de las cepas obtenidas por la cruza, la mutante CAT-3
ΔTD/GFP

 y la cepa 

al-1;∆mus-51 que se empleó como fondo genético para la mutante sencilla. F) 

Comprobación por PCR de la presencia de la construcción mCherry/TDC3 de las 

cepas mutantes dobles obtenidas por cruza sexual. Se usó para ello el DNA 

genómico de las cepas obtenidas por la cruza, la mutante mCherry/TDC3 y la cepa 

al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 que se empleó como fondo genético para la mutante 

sencilla. 

 

4.2.2. Fenotipo de las cepas mutantes  

Para determinar la importancia fisiológica de cada actividad de la CAT-3 en el hongo se 

caracterizó el fenotipo de las cepas con las proteínas mutantes, la doble mutante y las cepas 

que sirvieron como fondo genético y la WT en condiciones de crecimiento y en estrés.  

4.2.2.1. Caracterización del fenotipo de las cepas en condiciones sin estrés  

El crecimiento de las distintas cepas en VS-agar a 30 °C se determinó en presencia de luz 

ambiental (Figura 24). Se observó que la cepas al-1;∆mus-51 (usada como fondo 

genético para la cepa al-1;CAT-3
ΔTD/GFP

) presentó una velocidad de crecimiento similar a 

la cepa WT, mientras que la cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 (usada como fondo genético 

para la cepa al-1;mCherry/TDC3) mostró una reducción de la velocidad de crecimiento 

del 41.3% con respecto a la cepa WT, indicando que la falta de la CAT-3 afecta el 

crecimiento. La cepa al-1;CAT-3
ΔTD/GFP

 tiene un crecimiento de 11.4% menor que la 

WT, sugiriendo que la falta del dominio C-terminal de la CAT-3, que tiene actividad de 

chaperona, también afecta el crecimiento, pero menos que la falta de la CAT-3 completa. 

La cepa al-1;mCherry/TDC3 tiene una reducción en la velocidad de crecimiento del 

35.2% pero crece mejor que la cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
, indicando que la 

actividad de chaperona del TDC3 mejora el crecimiento en comparación con la cepa sin 
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CAT-3. La al-1;doble mutante presenta una velocidad de crecimiento igual que la cepa 

silvestre, mostrando que se requieren las dos actividades de la CAT-3 para reestablecer el 

crecimiento de la WT (Figura 24). El resultado muestra que la actividad de catalasa-3 es 

importante para el crecimiento. La actividad de chaperona también tiene un efecto sobre el 

crecimiento, pero menor al de la actividad de la catalasa. La cepa doble mutante se 

comporta de manera similar a la WT. 

 

Figura 24. Crecimiento de las diferentes cepas en condiciones sin estrés. A) 

Curvas de crecimiento de las diferentes cepas en medio VS-agar a 30 °C. El 

crecimiento (distancia desde el origen en cm) se midió cada 12 horas durante tres 

días en tubos de pista, en donde el hongo solo crece en una dirección: WT (rombos 

rellenos), al-1;∆mus-51 (cuadrados rellenos), al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 

(círculos rellenos), al-1;CAT-3
ΔTD/GFP

 (triángulos rellenos), al-

1;mCherry/TDC3 (rombos vacíos), al-1;doble mutante (círculos vacíos). B) 

Velocidad del crecimiento en cm/h de las diferentes cepas. Las mediciones se 

realizaron por triplicado. 
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Para determinar si durante la durante el proceso de conidiación en N. crassa la 

actividad de chaperona tiene importancia fisiológica, se caracterizó el fenotipo de las 

diferentes mutantes durante este proceso. Se evaluó la producción de conidios, de 

micelio aéreo y la germinación de los conidios de las diferentes mutantes en 

comparación con la cepa WT. 

Para medir la producción de conidios se hicieron germinar 1 x 10
6 

conidios en tubos 

inclinados con medio VS-agar sin estrés durante cinco días. Los conidios producidos 

se suspendieron en agua y se contaron en una cámara de Neubauer (Figura 25). Se 

observó que la cepa al-1;∆mus-51 produjo una cantidad de conidios similar a la 

cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 que generó más del doble de conidios que la WT. 

Tanto la mutación al-1 como la mutación Δcat-3 causa una mayor producción de 

conidios (Michán et al., 2003), aunque el efecto no es aditivo. La mutante al-

1;CAT-3
ΔTD/GFP

 produce una menor cantidad de conidios que la cepa al-1;Δcat-

3;∆mus-51;his3
-
, indicando que la actividad de catalasa de la CAT-3 restituye casi 

por completo el fenotipo silvestre, ya que produce un 27% más conidios que la WT. 

La cepa al-1;mCherry/TDC3, que no tiene la actividad de catalasa-3 pero sí de 

chaperona, produce 81% más de conidios que la WT. La cepa al-1;doble mutante, 

que tiene las dos actividades, produce solo un 7% más de conidios que la WT 

mostrando un fenotipo más parecido a ésta que las mutantes sencillas (Figura 25). El 

resultado muestra que la ausencia de actividad de catalasa-3 aumenta 

considerablemente la formación de conidios. La falta de actividad de chaperona 

también aumenta el número de conidios, pero menos que la ausencia de la actividad 

de la catalasa. La cepa mutante doble es similar a la WT. 
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Figura 25. Conidiación de las diferentes cepas. Número de conidios por l 

producidos por las diferentes cepas en condiciones de crecimiento. Se crecieron 1 x 

10
6
 conidios en tubos inclinados con medio VS-agar, se crecieron por tres días en 

oscuridad a 30 °C, para inducir la conidiación posteriormente se incubaron por dos 

días en luz a 25 °C. Cada barra es el promedio del resultado de siete experimentos 

independientes. 

Se cuantificó la producción del micelio aéreo midiendo su altura en tubos de ensayo, 

sin estrés (Figura 26). Se observó que la cepa al-1;∆mus-51 y la cepa al-1;Δcat-

3;∆mus-51;his3
-
 producen un 33 y 38% más micelio aéreo que la cepa WT 

respectivamente, lo cual se explica por las mutaciones al-1 y cat-3 (Michán et al., 

2003). Las mutantes al-1;CAT-3
ΔTD/GFP

, al-1;mCherry/TDC3 y la al-1;doble 

mutante producen un 5-15% más micelio aéreo que la cepa silvestre. Sin embargo, 

debido a que la desviación estándar es grande faltaría hacer la comparación 

cuantificando la proteína total del micelio aéreo de cada cepa. 
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Figura 26. Producción del micelio aéreo de las diferentes cepas. Altura del micelio 

aéreo formado por las diferentes cepas en tubos de ensaye de 20 x 1.5 cm. El hongo se 

hizo crecer a partir de 1 x 10
6
 conidios en medio VS-agar, con una relación 1:3 

aire/medio, durante tres días en oscuridad a 30 °C y posteriormente durante dos días 

en luz a 25 °C. Cada barra es el promedio del resultado de tres experimentos 

independientes. 

Para determinar el porcentaje de germinación se inocularon 200 conidios en medio 

de colonia aislada en una caja Petri, se dispersaron y se contaron las colonias 

germinadas cada 24 h (Figura 27). Se observó que las cepas WT, al-1;∆mus-51, 

al-1;CAT-3
ΔTD/GFP

 y la al-1;doble mutante, germinan alrededor del 70% de los 

conidios durante las primeras 24 h y alrededor de 94% a las 48 h. Las cuatro cepas 

tienen actividad de catalasa-3 y también de chaperona a excepción de la CAT-

3
ΔTD/GFP

. La cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 presenta un retraso en la germinación, 

ya que solo el 29% de los conidios germinan durante las primeras 24 h y un 48% a 

las 48 h. Esta cepa carece tanto de actividad de catalasa-3 como de chaperona. La 

cepa mutante al-1;mCherry/TDC3 también presenta un retraso en la germinación 

aunque menor que la anterior, dado que el 25% de sus conidios germinan en las 

primeras 24 h y un 78% a las 48 h. Esta cepa carece de la actividad de catalasa-3 
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pero sí tiene actividad de chaperona. El resultado muestra que la actividad de 

catalasa-3 es importante para la germinación y también la actividad de chaperona 

aunque menos que la actividad de catalasa. La doble mutante es similar a la WT. 

 

Figura 27. Porcentaje de germinación de las diferentes cepas. Porcentaje de 

conidios germinados de las diferentes cepas a las 24, 48 y 72 h de incubación a 30 

°C en medio de colonia aislada. Cada barra es el promedio del resultado de tres 

experimentos independientes.  

 

4.2.2.2. Crecimiento de las cepas en condiciones de estrés por calor 

Se observó el crecimiento de las diferentes cepas en condiciones de estrés por calor 

incubando a 42 °C en medio VS-agar en presencia de luz, condición en la que se 

induce la mCherry/TDC3 (Figura 28 A, B). A esta temperatura todas las cepas crecen 

menos que a 30 °C (Figura 24). Las cepas WT, al-1;∆mus-51 y la al-1;doble 

mutante crecen de manera similar y la reducción en la velocidad de crecimiento es 

del 60% en comparación con el de 30 °C. En estas condiciones las tres cepas tienen 

actividad de catalasa y de chaperona. La cepa al-1;CAT-
3ΔTD/GFP

 crece un 65% 

menos a 42 que a 30 °C. Esta cepa tiene actividad de catalasa-3, pero no de 

chaperona. En contraste, la cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 no puede crecer a 42 

°C ya que carece tanto de la actividad de catalasa-3 como de chaperona. En cambio 



72 

 

la cepa al-1;mCherry/TDC3, que induce la actividad de chaperona con la luz, sí 

presenta crecimiento, aunque con una reducción del 83% con respecto al de 30 °C.  

Al crecer las cepas a 42 °C en ausencia de luz (Figura 28 C, D), condición en la que 

se deja de inducir mCherry/TDC3, se comportan de manera similar la cepa WT y la 

al-1;∆mus-51, aunque la primera crece un poco mejor. La mutante doble y la al-

1;CAT-3
ΔTD/GFP

 crecen un poco menos. Ambas tienen actividad de catalasa-3, pero 

no de chaperona; la mutante doble en la oscuridad no induce el TDC3 y crece 15% 

menos que con luz. La cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 no crece a 42 °C y la cepa 

al-1;mCherry/TDC3 en la oscuridad deja de crecer después de las primeras 24 h. 

En estas condiciones estas dos cepas carecen de actividad de catalasa-3 y de 

chaperona.  

Los resultados muestran que la CAT-3 es indispensable para el crecimiento del 

hongo a 42 °C. Ambas actividades son necesarias: en comparación con la WT, la 

actividad de catalasa-3 permite un crecimiento del 83%; la actividad de chaperona 

del 22%.   



73 

 

 

Figura 28. Crecimiento de las diferentes cepas a 42 °C. A) Curvas de 

crecimiento de las diferentes cepas en medio VS-agar a 42 °C en presencia de luz 

ambiental. El crecimiento (distancia desde el origen) se midió cada 12 horas 

durante tres días en tubos de pista: WT (rombos rellenos), al-1;∆mus-51 

(cuadrados rellenos), al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 (círculos rellenos), al-

1;CAT-3
ΔTD/GFP

 (triángulos rellenos), al-1;mCherry/TDC3 (rombos vacíos), al-

1;doble mutante (círculos vacíos). B) Velocidad del crecimiento en cm/h de las 

diferentes cepas a 42°C en presencia de luz. Cada barra es el promedio del 

resultado de tres experimentos independientes. C) Curvas de crecimiento de las 

diferentes cepas en medio VS-agar a 42 °C en oscuridad. La distancia del 

crecimiento se midió cada 12 horas por tres días en tubos de pista: WT (rombos 

rellenos), al-1;∆mus-51 (cuadrados rellenos), al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 



74 

 

(círculos rellenos), al-1;CAT-3
ΔTD/GFP

 (triángulos rellenos), al-1;mCherry/TDC3 

(rombos vacíos), al-1;doble mutante (círculos vacíos). D) Velocidad del 

crecimiento en cm/h de las diferentes cepas a 42 °C en oscuridad. Cada barra es el 

promedio del resultado de tres experimentos independientes. 

 

4.2.2.3. Crecimiento de las cepas en condiciones de estrés 

oxidante  

Se observó el crecimiento de las diferentes cepas en condiciones de estrés oxidante, 

adicionando al medio VS-agar diferentes concentraciones de H2O2 (0, 1, 3 y 5 mM) e 

incubando a 30 °C en presencia de luz ambiental. Se observó una reducción en la velocidad 

de crecimiento dependiente de la concentración de H2O2 en todas las cepas (Figura 29 A). 

Las cepas WT, al-1;∆mus-51, al-1;CAT-3
ΔTD/GFP

 y la al-1;doble mutante se comportan 

de manera similar presentando una reducción del crecimiento del 17 al 23 % con 1 mM, del 

38 al 56 % con 3 mM y de 65 al 79 % con 5 mM de H2O2 con respecto al control sin H2O2. 

Las cuatro cepas tienen actividad de catalasa-3 y también de chaperona a excepción de la 

al-1;CAT-3
ΔTD/GF

. La cepa al-1;Δcat-3;∆mus-51;his3
-
 presenta una reducción del 

crecimiento mayor, de 64 % con 1 mM, de 75% con 3 mM y deja de crecer a los 5 mM de 

H2O2. Esta mutante carece tanto de la actividad de catalasa-3 como de chaperona. La cepa 

al-1;mCherry/TDC3, que no tiene actividad de catalasa-3 pero sí de chaperona, también 

se ve afectado su crecimiento (73 % con 3 mM y 84% con 5 mM de H2O2) pero menos que 

la anterior (Figura 29). En resumen, todas las cepas se ven afectadas en presencia del H2O2, 

pero el crecimiento disminuye más en la cepa sin CAT-3 y se observa un efecto protector, 

aunque menor, de la actividad de chaperona. 
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Figura 29. Crecimiento de las diferentes cepas en estrés oxidante con H2O2.  

Las cepas se hicieron crecer en medio VS-agar a 30 °C en presencia de luz 

ambiental, adicionando diferentes concentraciones de H2O2 de 0, 1, 3 y 5 mM. 

Porcentaje del crecimiento tomando el crecimiento de la WT como 100%. Cada 

barra es el promedio de tres experimentos independientes 
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Discusión  

 

Las chaperonas moleculares constituyen un mecanismo de gran importancia para la 

homeostasis de las proteínas durante el estrés y en múltiples procesos celulares, proveyendo 

a la célula protección contra la agregación de las proteínas. En este trabajo se describe la 

actividad de chaperona del dominio C-terminal de las LSC en condiciones in vitro, así 

como la caracterización del mecanismo de acción y la función in vivo, tanto en E. coli como 

en N. crassa. 

Las LSC, al igual que las chaperonas, se expresan abundantemente y se inducen en 

diferentes condiciones de estrés. En N. crassa, la CAT-3 se expresa en abundancia durante 

el crecimiento, principalmente en el crecimiento exponencial tardío y al inicio del proceso 

de conidiación (Michán et al., 2002, 2003), mientras que la CAT-1 se expresa en los 

conidios y el crecimiento exponencial temprano (Michán et al., 2002). La CAT-3 de N. 

crassa se induce en diferentes condiciones de estrés, como son el estrés oxidante, por calor, 

osmótico y en presencia de una mala fuente de carbono o de nitrógeno (Michán et al., 

2002).  

Las LSC, además de su actividad de catalasa, tienen función de chaperona, ya que protegen 

de la desnaturalización a otras enzimas y son capaces de ayudar a recuperar la 

conformación activa de la ADH después de haber sido desnaturalizada con calor (de 

manera independiente del ATP (Figuras 5-9). Las LSC tienen una función de chaperona 

mejor que la Hsp31, ya que protegen en mayor porcentaje a otras proteínas de la 

desnaturalización y a una menor concentración (Figuras 5-9). 

El dominio C-terminal, además de conferirle una gran estabilidad a las LSC, es el que 

confiere la función de chaperona y la eliminación de este dominio de las LSC resulta en la 

pérdida de esta función, esta función es independiente del resto de la proteína (Figuras 5-9 

y Figura S3 del apéndice I). A diferencia de las otras enzimas antioxidantes con actividad 

de chaperona, las LSC conservan sus dos actividades en todas las condiciones, incluso 

durante diferentes condiciones de estrés (Figura 20-22, 28 y 29).  
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Estos datos, junto con los resultados experimentales de este trabajo, sustentan nuestra 

hipótesis de que el origen de las LSC es un gen bacteriano de SSC que se fusionó con una 

chaperona tipo DJ-1, que es la estructura que más se parece al dominio C-terminal, dando 

como resultado una catalasa con una mayor estabilidad y con actividad de chaperona, 

confiriendo así a la bacteria una doble ventaja, particularmente en condiciones de estrés por 

calor, oxidante u osmótico (Nava-Ramírez & Hansberg, 2020b). Asimismo, nuestros 

resultados indican que cuando E. coli expresa la CAT-3 o el TDC3 crece mejor en estrés 

por calor, oxidante u osmótico, que cuando expresa la Hsp31 (Figura 20-22). Es importante 

mencionar que el crecimiento después de un estrés oxidante nos permite diferenciar la 

contribución de la actividad de catalasa de la de chaperona de la CAT-3, al sustraer los 

datos del TDC3 de esta última: a concentraciones menores de 15 mM de H2O2, la actividad 

de chaperona es la que protege predominantemente; a concentraciones de 20 mM o más, es 

la actividad de catalasa la que protege preferentemente (Figura 21), lo cual está de acuerdo 

con la KM de la CAT-3 (Díaz et al., 2009). Asimismo, en Arabidopsis thaliana, la función 

de sus tres SSC depende de la interacción especifica de éstas con la chaperona NCA1 (No 

Catalase Activity 1) (Li et al., 2015; Liu et al., 2019).  

El mecanismo de acción de la actividad de chaperona del dominio C-terminal de las LSC es 

parecido al de otras chaperonas independientes del ATP, como es el caso de Spy de E. coli 

(He et al., 2020; Koldewey et al., 2016). Este mecanismo depende de interacciones 

hidrofóbicas y electrostáticas, las cuales, en el caso del TDC3 y de la CAT-3, son igual de 

importantes, ya que ambas contribuyen en la unión con las proteínas desdobladas y la falta 

de una u otro tipo de interacción molecular afecta esta actividad de manera parcial (Figura 

14-16). Este mecanismo también es similar al de la Hsp31 de E. coli, aunque en este caso 

tienen mayor peso las interacciones hidrofóbicas (Figura 14, 16). Falta determinar si la 

actividad de chaperona del TDC3 depende de su conformación dimérica o pueden 

presentarla también como monómero. 

El dímero del dominio C-terminal de las LSC es diferente al de las otras formas diméricas 

de las chaperonas de la superfamilia DJ-1/ThiJ/PfpI (Figura 6). Utilizando un análisis in 

silico se pudo predecir la zona de interacción del TDC3 con las proteínas mal dobladas, la 

cual corresponde al asa del extremo carboxilo de este dominio (Figura 17). Esta asa es una 
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diferencia que caracteriza a las LSC que se parecen a la CAT-3 y las que se parecen a la 

CAT-1 (Díaz et al., 2009). En ambos tipos de LSC este extremo está expuesto al solvente y 

presenta una región que conserva la similitud de aminoácidos hidrofóbicos y con carga a 

nivel de estructura (Figura 30). En experimentos de acoplamiento molecular ("docking"), el 

asa del TDC3 participa en el 96% de las interacciones (Apéndice I.5). 

 

Figura 30. Alineamiento estructural y aminoácidos conservados en el dominio 

C-terminal de las LSC. A) Alineamiento entre el dominio C-terminal de la CAT-3 

de N. crassa, de la PVC de Penicilium vitale y la catalasa de Mycothermus 

thermophilus. Se marcaron los aminoácidos más conservados entre las catalasas 

tipo CAT-3. B) Alineamiento entre el dominio C-terminal de la CAT-1 de N. 

crassa y la HPII de E. coli. Se marcaron los aminoácidos más conservados entre las 

catalasas tipo CAT-1 C) Alineamiento estructural del dominio C-terminal de las 5 

catalasas de subunidad grande. Se marcaron los aminoácidos más conservados 

entre los dos tipos de catalasas. A, B, C) En las estructuras se marcaron los 

aminoácidos conservados con un porcentaje de similitud ≥ 90%, en anaranjado los 

aminoácidos hidrofóbicos,  en rojo los aminoácidos con carga positiva y en azul los 

de carga negativa. Códigos del PDB: CAT-3 3ej6, CAT-1 1sy7, PVC 2xf2, 

MthCAT 5zz1, HPII 6by0. 

Los últimos 17 aminoácidos del asa que incluyen una región conservada son: 7 aa 

hidrofóbicos y 9 aa con carga (3 positivos y 6 negativos), más una glicina. Al eliminar estos 

17 aminoácidos del asa se pierde el 85% de la actividad de chaperona del TDC3 y la CAT-3 

fortaleciendo la idea de que esta zona se requiere para la interacción con las proteínas mal 

plegadas (Figura 19).  



79 

 

Para evaluar el papel de cada función en la fisiología del hongo N. crassa empleamos la 

CAT-3 debido a que la expresión de esta enzima está asociada principalmente con las 

células en crecimiento (Michán et al., 2002). Nuestros datos indican que la CAT-3 es 

necesaria para el crecimiento del hongo ya que se requiere la presencia de ambos dominios 

para restituir el fenotipo WT. Por sí solos, la actividad de catalasa tiene un mayor efecto en 

el hongo que la actividad de chaperona (Figura 24). Al crecer el hongo en condiciones de 

estrés por calor (42 °C), el efecto sobre el crecimiento se ve exacerbado: la CAT-3 es 

indispensable para el crecimiento en estas condiciones y ambas actividades son necesarias. 

Las cepas que carecen de ambas actividades no pueden crecer en estas condiciones, pero sí 

crecen, aunque poco si se expresa sólo el TDC3, esto es, la actividad de chaperona (Figura 

28). Esto se explica debido a que la pérdida de la CAT-3 no es compensada con el aumento 

en la expresión de otras catalasas en el hongo (Michán et al., 2003). 

Durante la diferenciación celular, la mutante sin cat-3 presenta una mayor producción de 

hifas aéreas y de conidios (Aguirre et al., 2005; Michán et al., 2003). Aquí mostramos que 

la presencia del dominio catalítico de la CAT-3 es suficiente para revertir el fenotipo de la 

mutante nula en la generación de conidios y en el tiempo de germinación de los conidios. 

La presencia del dominio de chaperona también causa una reducción, aunque menor, de la 

cantidad de conidios y del tiempo de germinación de los conidios en comparación de la 

mutante sin catalasa, no obstante que los conidios están repletos de CAT-1 (Michán et al., 

2002), razón por la cual al final todas las cepas logran germinar en la misma proporción 

que la WT. La presencia de ambos dominios en la doble mutante recupera el fenotipo de la 

cepa WT (Figura 25-27). 

La actividad de catalasa-3 es aún más importante cuando se someten las diferentes cepas a 

condiciones de estrés oxidante añadiendo al medio diferentes concentraciones de H2O2. En 

estas condiciones, la presencia del dominio catalítico tiene una reducción del crecimiento 

en comparación a la cepa WT, mientras que la doble mutante se comporta de manera 

similar a la WT. El dominio C-terminal también muestra una contribución a la 

supervivencia aunque en menor grado, ya que se ve menos afectada que la mutante sin 

CAT-3 (Figura 29). En resumen, los experimentos con las cepas mutantes de CAT-3 en N. 

crassa muestran que la actividad de catalasa-3 es importante y, en algunos casos, como el 



80 

 

crecimiento a 42 °C, es esencial y que también la actividad de chaperona tiene un efecto, 

aunque menor a la de la catalasa-3. En todos los casos la mutante doble recupera el fenotipo 

silvestre. 

La CAT-3 se secreta al espacio extracelular (Michán et al., 2003), se ha visto asociada a la 

pared celular (Patel & Free, 2019) y sus ortólogos se han localizado en vesículas 

extracelulares en diferentes hongos (Liebana-Jordan et al., 2021). En Magnaporta grisea se 

ha observado que la CAT-B, ortólogo de la CAT-3 de N. crassa, se encuentra unida a la 

pared celular, donde juega un papel importante en la integridad de la pared celular del 

hongo; la deficiencia de esta proteína genera una disminución de la masa miceliar y reduce 

la patogenicidad del hongo (Skamnioti et al., 2007). Considerando esto, es posible que la 

actividad de chaperona del dominio C-terminal tenga una función en el espacio 

extracelular, por lo que sería importante evaluar si hay afectación en la pared celular en la 

mutante cat-3 y comparar con las mutantes generadas en este trabajo. 

De este trabajo se ha publicado un artículo que incluye la caracterización de la actividad de 

chaperona in vitro y la supervivencia de E. coli (Apéndice II). Se planean escribir dos 

artículos más, uno en el cual se describe el mecanismo de acción de chaperona del dominio 

C-terminal y otro que describe el efecto in vivo de las dos actividades de la CAT-3, la de 

catalasa y la de chaperona,  en N. crassa. 
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Conclusiones 

Las catalasas de subunidad grande tienen actividad de chaperona in vitro de manera similar a la 

Hsp31. Previenen la desnaturalización de otras proteínas y les ayudan a recuperar su estructura 

activa de manera independiente del ATP. Esta función de chaperona es debido al domino C-

terminal y es independiente de la actividad de catalasa, ya que el dominio por sí solo conserva esta 

función. Las SSC y las LSC que se les ha quitado el dominio C-terminal no tienen actividad de 

chaperona. 

El mecanismo de acción de esta función de chaperona del dominio C-terminal de las LSC depende 

de interacciones de tipo hidrofóbicas y electrostáticas. La zona de interacción con las proteínas 

parcialmente desnaturalizadas involucra el extremo carboxilo de este domino, ya que al eliminar el 

asa del extremo carboxilo se pierde esta función.  

La CAT-3 y su dominio C-terminal presentan la función de chaperona in vivo al ser expresadas en 

E. coli y en N. crassa. Al expresar estas proteínas en E. coli aumenta la supervivencia de la cepa en 

condiciones de estrés por calor y oxidante. En N. crassa, son importantes las dos actividades de la 

CAT-3, de catalasa y de chaperona. Durante el crecimiento del hongo se requieren ambos dominios 

para obtener una velocidad de crecimiento similar a la WT. Ambos dominios son necesarios para la 

germinación. Además, durante la formación de los conidios en el ciclo asexual de N. crassa se 

requieren ambos dominios para restituir el fenotipo WT.  

La función de chaperona también es importante en N. crassa en condiciones de estrés. Al exponer al 

hongo a estrés por calor es más importante la presencia del dominio catalítico de la CAT-3 que el 

dominio C-terminal por sí sólo; sin embargo, es necesaria la presencia de ambos dominios para 

recuperar la velocidad de crecimiento de la cepa WT. En estrés oxidante, la presencia del dominio 

catalítico contribuye a una mayor supervivencia del hongo, la presencia del dominio C-terminal por 

sí solo también tiene un efecto positivo, aunque menor al de la actividad de catalasa.  
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Perspectivas 

1. Determinar si el dominio C-terminal tiene actividad de chaperona como dímero o 

como monómero 

2. Medir la producción del micelio aéreo de las diferentes mutantes mediante la 

cuantificación de la proteína total 

3. Realizar las observaciones de la fluorescencia de las proteínas CAT-3
ΔTD/GFP

 y 

mCherry/TDC3 en las diferentes mutantes generadas del hongo N. crassa, para 

determinar su localización celular en condiciones sin y con estrés  

4. Corroborar la localización celular de las proteínas con etiquetas fluorescentes 

mediante microscopia confocal  

5. Determinar la integridad de la pared celular de las diferentes mutantes 
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Apéndice I 

1. Ciclo de vida asexual de N. crassa y descripción del sistema modelo 

Neurospora crassa es un hongo filamentoso perteneciente al filo Ascomycota, clase de los 

Ascomycetes, que se caracteriza por presentar un color anaranjado debido a la gran cantidad de 

carotenos que produce. El hongo presenta varios tipos celulares, muchos de los cuales derivan de 

las células somáticas llamadas hifas (estructura fundamental de los hongos filamentosos). Las 

hifas contienen muchos núcleos haploides, son septadas con un poro en medio del septo el cual 

está asociado a un organelo denominado cuerpo de Woronin. Al conjunto de hifas se le conoce 

como micelio. N. crassa tiene dos ciclos de vida, uno sexual y otro asexual, siendo este último el 

modelo de estudio de nuestro laboratorio este último.  

El ciclo de vida asexual se caracteriza por la germinación y crecimiento de las esporas asexuales o 

conidios, resultando en hifas en crecimiento que en un medio sólido se pueden unir entre sí 

mediante hifas más delgadas constituyendo una colonia. Cuando el micelio en un medio líquido 

detecta la falta de nutrimentos o es expuesto al aire, las hifas detienen su crecimiento y se adhieren 

entre sí dando paso al micelio adherido. A partir del micelio adherido se forma el micelio aéreo, 

compuesto por hifas que tienen una pared hidrofóbica, las cuales crecen y se ramifican y 

posteriormente generaran conidios en sus puntas. Los conidios se dispersaran y germinan en otros 

sitios que tengan nutrientes disponibles (Figura S1) (Berlin & Yanofsky, 1985; Toledo et al., 

1986).  

En el laboratorio del Dr. Wilhelm Hansberg y Torres se observó que previo a cada estadio 

morfogenético del hongo en el ciclo de vida asexual hay un incremento en las ERO intracelulares. 

La hipótesis de nuestro laboratorio es que la diferenciación celular es una respuesta a un estado 

hiperoxidante (OH por sus siglas en inglés) (Figura S1) (Aguirre et al., 2005). 

 



94 

 

 

Figura S1. Ciclo de vida asexual del hongo N. crassa. Esquema del ciclo de vida 

asexual de N. crassa en el cual las transiciones morfogenéticas de este ciclo están 

representadas por imágenes de microscopia electrónica. En rojo se indican los 

tiempos en los que se observó un aumento de las ERO intracelulares o estado OH: 

cuando las hifas en crecimiento se exponen al aire el OH ocurre en los primeros 3 

minutos de exposición, iniciando la adhesión de las hifas; previo a la formación de 

las hifas aéreas entre las 1.5 a 2.5 h de exposición al aire; previo a la formación de 

los conidios entre 6.5 a 8.5 h de exposición y durante la germinación en los 

conidios, entre los 5 a 30 minutos (Aguirre et al., 2005; Hansberg et al., 2008; W. 

Hansberg & Aguirre, 1990; Hansberg, 1996). 

2. Alineamiento estructural y de secuencia de aminoácidos entre el dominio C-

terminal de las LSC y Hap31 y DJ-1 

Los miembros de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfp I contienen un dominio conservado llamado ThiJ 

o DJ-1 que está relacionado estructuralmente con el dominio glutamino-amidotransferasa tipo I 

(GAT) (Bandyopadhyay & Cookson, 2004; Horvath & Grishin, 2001; Lee et al., 2003). En ambas 

familias se ha incluido las LCS debido a su dominio C-terminal. La conservación de la secuencia 

entre las distintas proteínas es baja (Figura S1) (Tabla S1-3).  
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Figura S1. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos del dominio 

C-terminal de la CAT-1, la CAT-3, la Hsp31 de E.coli y la DJ-1 de humano 

 DJ-1 CAT-1 CAT-3 Hsp31 

DJ-1 ----------- 12.9/25.7 14.8/26.9 16.6/27.2 

CAT-1 12.9/25.7 ----------- 11.1/21.1 7.3/17.8 

CAT-3 14.8/26.9 11.1/21.1 ----------- 6.4/17.1 

Hsp31 16.6/27.2 7.3/17.8 6.4/17.1 ----------- 

Tabla S1. Valores de la identidad/similitud entre las diferentes proteínas de los 

aminoácidos a nivel de su estructura. 
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 DJ-1 CAT-1 CAT-3 Hsp31 

DJ-1 ----------- 19.6/33 8.4/12.4 18.5/28.1 

CAT-1 19.6/33 ----------- 17.8/27.6 3.4/6.1 

CAT-3 8.4/12.4 17.8/27.6 ----------- 9.8/15.5 

Hsp31 18.5/28.1 3.4/6.1 9.8/15.5 - ---------- 

Tabla S2. Valores de la identidad/similitud entre las diferentes proteínas a 

nivel de secuencia de aminoácidos 

 DJ-1 CAT-1 CAT-3 Hsp31 

DJ-1 ----------- 2.05 2.44 3.03 

CAT-1 2.05 ----------- 2.31 2.8 

CAT-3 2.44 2.31 ----------- 2.87 

Hsp31 3.03 2.8 2.87 ---------- 

Tabla S3. Valores de la RMSD (en Å) del alineamiento de las estructuras 

cristalográficas entre las diferentes proteínas 

 

3. Protección de la citrato sintasa y de la -galactosidasa de la desnaturalización en 

presencia de las catalasas de subunidad grande 

La CAT-1, la CAT-3 y la CAT-R (de A. niger), así como el dominio C-terminal de la 

CAT-3, TDC3, presenta actividad de chaperona in vitro protegiendo la β-gal de la 

desnaturalización en presencia de 8 M de urea y la CS de la desnaturalización con calor. La 

CAT-A, la CAT-Bov y la CAT-1 sin el dominio C-terminal, C63, no protegen la β-gal ni la 

CS de la desnaturalización (Figura S2 A, B y D, E). 

El porcentaje de la actividad conservada presenta una relación positiva con la protección de 

la desnaturalización. Las LSC y el TDC3 conservan hasta en un 90% de la actividad de la 

β-gal y hasta un 70-80% de la actividad de la CS después de los ensayos, mientras que las 

SSC y C63 solo conservan un 10% en ambos casos (Figura S2 C y F). 
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Figura S2. Protección de la citrato sintasa y de la -galactosidasa de la 

desnaturalización en presencia de las catalasas de subunidad grande. A) 

Dispersión de la luz (u. a.) generada por la desnaturalización de la -gal 0.5 μM al ser 

incubada en presencia de 8 M de urea a 25 °C por 30 minutos: en presencia de BSA 

0.5 μM como control (linea1) o en presencia de las otras proteínas al 0.5 μM: CAT-3 

(línea 7), CAT-1 (línea 6), TDC3 (línea 4), Hsp31 (línea 5), C63 (línea 3), CAT-A 

(línea 2). B) Promedio del valor final de dispersión de la luz de tres experimentos 

independientes. C) Dispersión de la luz (u. a.) generada por la desnaturalización de la 

CS 8 μM por la incubación a 50 °C por 30 minutos: en presencia de BSA 8 μM como 

control (línea 1), o en presencia de 4 μM de: CAT-3 (línea 7), CAT-1 (línea 5), CAT-

R (línea 4), y 8 μM de TDC3 (línea 8), Hsp31 (línea 6), C63 (línea 2) y CAT- A (línea 

3). D) Promedio del valor final de dispersión de la luz de tres experimentos 

independientes. 

4. Determinación de la participación de interacciones electrostáticas en la actividad 

de chaperona mediante la evaluación de la protección de la ADH de la 

desnaturalización a diferentes pH 
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Se evaluó la protección de la ADH de la desnaturalización a 45 °C en presencia de una 

LSC o de Hsp31 a diferentes pH para determinar si el estado de protonación de los 

aminoácidos con carga tiene algún efecto sobre la actividad de chaperona. Se eligieron 

dos amortiguador uno a pH 6 y otro a pH 9 debido a que la actividad de la ADH es similar 

en ambas condiciones. Se observó que tanto la CAT-3 como la Hsp31 presentan un 

aumento en la señal de dispersión de la luz a pH 9, sin embargo los cambios son tan 

pequeños que no son concluyentes (Figura S3). 

  

 
 

Figura S3. Protección de la ADH de la desnaturalización a 45 °C en diferentes 

pH. Se emplearon los siguientes amortiguadores: fosfato de sodio 50 mM a pH 6, 

fosfatos Na/K 50 mM pH 7.8, borato de sodio 50 mM pH 9. A) Dispersión de la 

luz (u. a.) generada por la desnaturalización de la ADH al ser incubada a 45 °C. 

Para el control se usó BSA a 6 M con amortiguador a pH 6 (triángulos rellenos), 

pH 7.8 (rombos rellenos) y pH 9 (cuadrados rellenos). En presencia de la CAT-3 a 

3 M a pH 6 (círculos rellenos), pH 7.8 (rombos vacíos) y pH 9 (triángulos 

vacíos). En presencia de Hsp31 a 6 M a pH 6 (círculos vacíos), a pH 7.8 

(asteriscos) y pH 9 (cuadrados vacíos). B) Promedio del valor final de dispersión 

de la luz de tres experimentos independientes.  
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5. Docking del dominio C-terminal 

 

Para determinar el tipo de interacción que tendría el dominio C-terminal en solución se 

ralizo un docking empleando el servidor Pydock 3.0. Del resultado obtenido se observó que 

el 70 % de las 1000 estructuras obtenidas presentan una dimerización parecida a la presente 

en el tetrámero, además de que en todas las posibles interacciones hay participación de los 

últimos 17 aa del extremo carboxilo, como lo observado en las 10 predicciones con mayor 

probabilidad de ocurrencia (Figura S4) 

 

 

Figura S4. Predicciones de interacción entre dos monómeros del dominio C-terminal de la 

CAT-3. Se presentan las 10 predicciones con mejores puntajes y una mayor posibilidad de 

ocurrencia de entras los 1000 resultados devueltos por el servidor Pydock 3.0. 
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