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Resumen

Ambystoma mexicanum, presenta una alta capacidad para regenerar diversos organos
internos y extremidades durante todo su ciclo de vida (1). Sin embargo, a medida que 4.
mexicanum envejece el proceso de regeneracion toma mas tiempo (2) o no ocurre (3). El
estudio de los organismos que pierden la capacidad de regeneracion tisular, podria brindar
informacion sobre los elementos clave para este proceso. En este sentido, se ha propuesto
que los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l podrian ser fundamentales para el
proceso de regeneracion, ya que su expresion es mayor en organismos de 8 meses de edad
que regeneran el autopodio amputado en comparacién con organismos de 8 afios que no
presentan regeneracion a los 10 dias post-amputacion (dpa) (3). Sin embargo, no se ha
analizado el comportamiento transcripcional de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el
periodo en el que ocurre la mayor cantidad de cambios transcripcionales, entre los 9 y 24
dpa (4,5). Por ello, en este trabajo evaluamos su expresion en el blastema a los 10 y 20 dpa
en A. mexicanum de 8 meses, asi como en el autopodio de organismos de 8 meses y 8 afios
de edad. Nuestros resultados, mostraron que la expresion de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 'y
Cthrel.l es significativamente menor en el autopodio de los organismos de 8 afios en
comparacion con los organismos de 8 meses. Por el contrario, durante el proceso de
regeneracion en los organismos de 8 meses, la expresion de Fist/1, Gpx7 'y Cthrcl.l tiende a
disminuir en el blastema a los 10 dpa y 20 dpa, mientras que Adamtsl7.1 presentd un
comportamiento opuesto, con niveles altos a los 10 dpa y bajos a los 20 dpa. Mediante la
caracterizacion in silico del promotor tentativo de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l,
encontramos que su expresion podria ser regulada por factores de transcripcion asociados a
modificaciones postraduccionales de histonas y al proceso de desarrollo en vertebrados. En
conjunto, estos hallazgos constituyen un punto de partida para la evaluacion del papel de
Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el proceso de regeneracion del autopodio de 4.
mexicanum.
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Abstract

Ambystoma mexicanum exhibits a high capacity to regenerate various internal organs and
limbs throughout its life cycle (1). However, as A. mexicanum ages, the regeneration
process takes longer (2) or does not occur at all (3). Studying organisms that lose their
ability to regenerate tissues could provide insights into the key elements of this process. In
this regard, the genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7, and Cthrcl.l have been proposed as
fundamental to the regeneration process, as their expression is higher in 8-month-old
organisms that regenerate the amputated autopodium compared to 8-year-old organisms
that do not show regeneration at 10 days post-amputation (dpa) -(3). However, the
transcriptional behavior of Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7, and Cthrcl.l during the period when
most transcriptional changes occur, between 9 and 24 dpa (4,5), has not been analyzed.
Therefore, in this study, we evaluated their expression in the blastema at 10 and 20 dpa in
8-month-old 4. mexicanum, as well as in the autopodium of both 8-month-old and
8-year-old organisms. Our results showed that the expression of Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7,
and Cthrcl.l is significantly lower in the autopodium of 8-year-old organisms compared to
8-month-old ones. Conversely, during the regeneration process in 8-month-old organisms,
the expression of Fst/l, Gpx7, and Cthrcl.l tends to decrease in the blastema at 10 and 20
dpa, whereas Adamts17.1 exhibited an opposite pattern, with high levels at 10 dpa and low
levels at 20 dpa. Through in silico characterization of the putative promoters of
Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7, and Cthrcl.l, we found that their expression could be regulated
transcription factors associated with post-translational modifications and vertebrate
development. Taken together, these findings provide a starting point for evaluating the role
of Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7, and Cthrcl.l in the autopodium regeneration process of A.
mexicanum.
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1. Introduccion

1.1. Los organismos con capacidad de regeneracion tisular

La regeneracion se define como la capacidad de reparar o reemplazar tejidos u 6rganos
dafiados en etapas post-embrionarias (6). En la naturaleza, diversos organismos presentan
distintas capacidades regenerativas, que van desde la restauracion de tejidos hasta la
regeneracion de estructuras complejas o incluso organismos completos (1,7). Por ejemplo,
algunas especies de planarias (Schmidtea mediterranea o Dugesia japonica) y de hidras
(Hydra vulgaris) pueden regenerar un organismo entero a partir de un fragmento de tejido
(7). En el caso de los vertebrados, las salamandras poseen una notable capacidad
regenerativa, que les permite restaurar extremidades completas y otras partes del cuerpo
tras una lesion o amputacion (1,8). En contraste con estos organismos, los mamiferos
presentan capacidades de regeneracion tisular limitadas a ciertos organos. En el caso
particular de los humanos, la capacidad de regeneracion tisular se limita a ciertos tejidos y
estructuras. Por ejemplo, después de la reseccion de un fragmento del higado, la parte
perdida puede ser regenerada, sin embargo, en algunos casos esto no sucede y en el 43.7%
de los casos los pacientes desarrollan fallo hepatico (9). Por otro lado, la regeneracion de
extremidades se limita a la regeneracion de pequenas estructuras, tales como las puntas de
los dedos. No obstante, si el dafio involucra estructuras localizadas debajo de la primera
falange, la regeneracion no ocurre (10).

Las limitaciones en la capacidad de regeneracion tisular humana, han generado interés por
investigar los mecanismos que permiten que ciertos organismos tengan altas capacidades de
regeneracion tisular, lo cual podria permitir generar terapias que permitan el incrementar o
mejorar las capacidad de regeneracion tisular innata de los mamiferos (11).

1.2. Los modelos de investigacion del proceso de regeneracion tisular

Los modelos de investigacion de los mecanismos de regeneracion tisular incluyen a
organismos invertebrados y vertebrados. Los invertebrados como las hidras y las planarias,
son los organismos modelo con la méxima capacidad de regeneracion tisular, ya que
regeneran organismos completos a partir de fragmentos de tejido (12,13). Si bien, el estudio
del proceso de regeneracion tisular de estas especies ha contribuido a la identificacion de
elementos asociados a dicho proceso, no representan el modelo de estudio mas adecuado
debido a las diferencias anatomicas y fisioloégicas con los vertebrados, ademas de las
limitaciones experimentales en el desarrollo de estudios moleculares (12,13)

Los vertebrados como peces, ranas y salamandras, regeneran una gran variedad de 6rganos
internos y extremidades danadas o perdidas. Estos organismos se diferencian uno del otro
segun las estructuras y el grado de dafio tisular que regeneran. El pez cebra (Danio rerio),
es el pez mas utilizado como modelo de estudio, ya que tiene la capacidad de regenerar una
gran cantidad de Organos internos como corazon, higado, cerebro y aletas (14). En
contraste, los anfibios del orden anura tienen capacidades de regeneracion limitadas; por
ejemplo, las ranas de las especies Xenopus laevis y Xenopus tropicalis, regeneran
extremidades, cola, columna vertebral y retina durante la etapa larval, sin embargo, una vez
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que el organismo alcanza la madurez con la metamorfosis, pierde la capacidad de
regeneracion de varios tejidos, con excepcion de la regeneracion de la retina (15).

Las salamandras se han convertido en uno de los modelos de investigacion mas usados en
regeneracion tisular, debido a que son los Unicos vertebrados capaces de regenerar
extremidades completas como organismos adultos (16). Las especies mas usadas como
modelo de estudio son: Notophthalmus viridescens, Cynops phyrrogaster, Pleurodeles waltl
y Ambystoma mexicanum. Particularmente 4. mexicanum, es la salamandra mas utilizada
como modelo de estudio por varias razones: 1) regenera un gran variedad de organismos
internos como cerebro, corazén e higado; 2) regenera estructuras complejas, como el
apéndice caudal incluyendo a la columna vertebral y cualquier estructura de las
extremidades o extremidades completas (17); 3) su ciclo de vida es completamente acudtico
en comparacion con el ciclo de vida hibrido de otras especies de salamandras, lo que
facilita su mantenimiento en condiciones de laboratorio (1); 4) el estudio del proceso de
regeneracion tisular de 4. mexicanum se puede realizar mediante abordajes 6micos, ya que
su genoma (18) y transcriptoma (19) han sido ensamblados y anotados, lo cual no es
posible para otras especies de salamandras, pues su genoma y transcriptoma aun se
desconocen (1,20).

1.3. Ambystoma mexicanum como modelo de estudio para el proceso de
regeneracion tisular

La familia Ambystomatidae incluye al género Ambystoma y abarca un total de 33 especies
que se distribuyen desde el norte de América hasta el sur de México. De estas especies,
diecisiete se encuentran en Meéxico, incluyendo a A. mexicanum (21). Ambystoma
mexicanum es un anfibio del orden caudata endémico de la zona lacustre de la Ciudad de
Meéxico (CDMX), incluyendo a los humedales de Xochimilco (22,23).

A pesar de ser un organismo endémico de México, su historia como modelo de estudio
comenzo6 en Francia, donde se establecio la primera colonia de 4. mexicanum en Europa
(24). En el afio 1864 se trasladaron 34 organismos desde México a Francia, de estos
organismos seis fueron estudiados por el herpetdlogo Auguste Duméril, quien se percato de
la gran capacidad de regeneracion tisular de 4. mexicanum, pues después de amputar las
branquias estas volvian a crecer (24). También determiné las condiciones necesarias para
mantener vivos y reproducir a estos organismos fuera de su habitat natural, lo cual permitio
que esta especie se volviera comun en acuarios y zoologicos en Europa. Hasta el afio 1914,
la mayoria de los ejemplares de 4. mexicanum en este continente descendian de los
organismos fundadores con los linajes ancestrales estudiados por Auguste Duméril (24),
hasta que tiempo después a la colonia se introdujo a Ambystoma tigrinum de fenotipo
albino, para crear organismos hibridos entre A. mexicanum y Ambystoma tigrinum (25,26).

Actualmente, la colonia mas grande de 4. mexicanum se localiza en el Ambystoma Genetic
Stock Center (AGSC, por sus siglas en inglés) de la Universidad de Kentucky. En el AGSC
se mantienen organismos de A. mexicanum silvestres provenientes de los organismo
fundadores, asi como de cruzas entre A. mexicanum y de A. tigrinum, que se distribuyen
con fines educativos y de investigacion (27). Diversos grupos de investigacion utilizan
como modelo experimental a los organismos provenientes del AGSC. Sin embargo, se ha
propuesto que los ejemplares silvestres del AGSC presentan ADN de 4. tigrinum
(Woodcock et al,, 2017). Esta conclusion se basa en el trabajo de Woodcock y
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colaboradores, quienes compararon el genoma de 4. mexicanum silvestre, derivado de los
organismos fundadores, con el de hibridos de 4. mexicanum y A. tigrinum. Sus resultados
indican que incluso el genoma de A. mexicanum silvestre conserva aproximadamente un
5.8% de ADN de 4. tigrinum. No obstante, en este estudio, los autores no describen en
detalle la composicion restante del genoma de 4. mexicanum silvestre (25). Estos hallazgos
sugieren que los linajes ancestrales de 4. mexicanum se han diluido en los organismos
mantenidos en institutos como el AGSC debido a la hibridacién con 4. tigrinum (25,28).

En México, la poblacion de 4. mexicanum en estado silvestre en los humedales de
Xochimilco ha disminuido debido a la introduccion de especies invasoras y al aumento de
la contaminacion del agua. Esta situacion ha llevado a que A. mexicanum se clasifique
como una especie en peligro de extincion segun la NOM-059-Semarnat-2010. Para hacer
frente a esta problematica, en México se han establecido Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) con el propdsito de preservar la especie de 4.
mexicanum; una de estas UMA es el Centro de Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de
Cuemanco (CIBAC), que se ubica en Xochimilco (29). El CIBAC mantiene a los
organismos de 4. mexicanum en cautiverio con el fin de conservar y reproducir la especie
en condiciones similares a las de su habitat natural, para su uso tanto con fines educativos
como de investigacion. En conjunto, los ejemplares silvestres de A. mexicanum silvestres
endémicos de Xochimilco, como aquellos mantenidos por el CIBAC, representan un
modelo para el estudio de la regeneracion tisular en esta especie. Su uso permitiria
investigar este proceso en condiciones mas cercanas a las ancestrales de 4. mexicanum.

1.4. Las caracteristicas anatomicas de A. mexicanum

El esqueleto de 4. mexicanum no estd completamente osificado, por el contrario, es de
naturaleza cartilaginosa y da lugar a una cabeza, un apéndice caudal y cuatro extremidades
(Figura 1). Uno de los elementos anatomicos que caracterizan a A. mexicanum es su cabeza
grande, que en cada lado presenta tres branquias externas. Las extremidades anteriores son
mas pequenas que las extremidades posteriores, debido a que las primeras presentan cuatro
dedos, mientras que las segundas presentan cinco dedos. Por otro lado, presenta érganos
internos como: corazdén, cerebro, estdmago, intestino, vejiga, higado, rifiones, bazo,
pancreas, las hembras presentan ovarios y los machos presentan testiculos (21,22).

Las extremidades anteriores y posteriores de 4. mexicanum estdn compuestas por tres
estructuras distintas: el estilopodio, que corresponde al brazo superior; el zeugopodio, que
corresponde al brazo intermedio; y el autopodio, que es la parte final de la extremidad
(Figura 1) (30). En las extremidades anteriores, el estilopodio esta formado por el himero,
el zeugopodio estda compuesto por el radio y la ulna, y el autopodio incluye a los
metacarpos, carpo radial, carpo ulnar y carpo intermedio. Por otro lado, en las extremidades
posteriores, el estilopodio estd constituido por el tarso y el fémur, el zeugopodio esta
formado por la fibula y la tibia, y el autopodio incluye los metatarsos, falange proximal,
falange media y falange distal (30).
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Figura 1. Fotografia de un ejemplar de fenotipo silvestre de A. mexicanum adulto y sus elementos
anatomicos. Uno de los elementos anatdmicos que caracteriza a A. mexicanum son las branquias externas en
cada lado de la cabeza. Presentan un apéndice caudal y cuatro extremidades: dos anteriores y dos posteriores,
ambas conformadas por el autopodio, zeugopodio y estilopodio. La fotografia presentada proviene de
organismos que se encuentran en el CIBAC, UAM-Xochimilco.

Ambystoma mexicanum es una salamandra acudtica, sin embargo, cuenta con tres
mecanismos de respiracion: intercambian el oxigeno en el agua con sus branquias externas,
mediante su piel altamente vascularizada o mediante respiracion pulmonar (22). Los
diferentes mecanismos de respiracion de A. mexicanum permiten que se mantenga por
largos periodos de tiempo fuera del agua sin morir, lo cual facilita su manipulacién durante
procesos quirurgicos (22).

La piel de A. mexicanum se encuentra cubierta por una capa de moco secretada por las
células mucosas de Leydig. Su pigmentacion es variable y se debe a cromatdforos
producidos por células derivadas de la cresta neural: los melandforos generan eumelanina,
proporcionando la pigmentacion negra; los xantofitos producen pteridinas, que brindan
tonalidades desde el amarillo hasta el naranja; los iridoforos generan pigmentos que reflejan
la luz, otorgando a la piel de los anfibios un aspecto brillante (21,31). Ambystoma
mexicanum presenta fenotipos distintos respecto a la pigmentacion de su piel; los
organismos de pigmentacion verde con manchas negras (Figura 1), son el fenotipo silvestre
y su pigmentacion estd dada mayoritariamente por los melanoforos negros caracteristicos
de las etapas adultas, mientras que los xantofitos amarillos son mds comunes en etapas
tempranas del desarrollo (31). Por otro lado, el fenotipo albino se cred a partir de la cruza
interespecifica de A. mexicanum silvestre con A. tigrinum de fenotipo albino. Estos
organismos, tienen ojos blancos y su piel tiene una pigmentacion amarilla, por lo cual
también se conocen como organismos dorados (25,31). El fenotipo leucistico
probablemente es el fenotipo mas popular y estos organismos presentan una pigmentacion
rosa debido a la mutacion del gen de la endotelina 3 (25).
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1.5. El ciclo de vida de A. mexicanum

En cautiverio 4. mexicanum puede ser reproducido cada 3 a 6 meses, manteniendo la
temperatura del agua a 12°C. Una hembra puede poner desde 660 a 1000 huevos cada vez,
sin embargo, una vez que las hembras superan los 5 afios de edad la viabilidad de los
huevos disminuye, por lo que estos organismos ya no se consideran viables para su
reproduccion (23).

En los anfibios la fecundacion de los évulos puede ser interna o externa, la diferencia radica
en si la fertilizacion de los 6vulos por los espermatozoides se da en el interior o en el
exterior de la hembra, respectivamente (21). Especificamente en 4. mexicanum la
fecundacion es interna, esto implica que los machos secretan a los espermatozoides al
medio acuoso y las hembras los absorben mediante la cloaca (21,23). En la cloaca, se
almacenan los 6vulos maduros que seran fecundados, los cuales se depositan sobre hojas o
ramas en el agua y después de 12 a 15 dias, las larvas eclosionan (23). Las larvas de A.
mexicanum presentan un apéndice caudal y las branquias externas en cada lado de la
cabeza, después de eclosionar crecen hasta desarrollar las extremidades anteriores seguidas
de las extremidades posteriores (23) (Figura 2). Después de un afo de vida, se consideran
organismos adultos y sexualmente maduros (22,23).
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Figura 2. Representacion grafica del ciclo de vida de A. mexicanum. El ciclo de vida de 4. mexicanum
comienza cuando los huevos eclosionan, posteriormente la larva crece hasta desarrollar la extremidades
anteriores y después de un afio alcanza la etapa adulta. Sin embargo, de forma exdgena A. mexicanum puede
ser transformado a una salamandra terrestre mediante la induccion de la metamorfosis facultativa por la
exposicion a la hormona tiroxina (T4) (32). Elaborada con Biorender.com.

El proceso de maduracion de los anfibios con apéndice caudal, implica la transicion de la
forma larval a organismos adultos sexualmente maduros, ocurre mediante dos procesos:
metamorfosis o neotenia. En la metamorfosis, las larvas permanecen en ambientes
acuaticos hasta alcanzar la madurez sexual, lo cual implica cambios fisicos y fisiologicos
drasticos que incluyen la pérdida de las caracteristicas larvales, como el apéndice caudal y
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las branquias, lo que les permite vivir en ambientes terrestres o semiacuaticos (21). El
proceso contrario a la metamorfosis es la neotenia, pues la maduracion de los organismos
no implica la pérdida de las caracteristicas juveniles, sino que se mantienen durante todo el
ciclo de vida ain como organismos sexualmente maduros. Ambystoma mexicanum es un
anfibio neoténico debido a que mantiene caracteristicas juveniles durante la fase adulta, lo
cual le permite vivir en ambientes acuaticos y terrestres. Sin embargo, es posible inducir
experimentalmente la metamorfosis en 4. mexicanum mediante la exposicion a hormonas.
A este proceso se le conoce como metamorfosis facultativa (22).

En general, durante el desarrollo de los anfibios las hormonas producidas por la tiroides
participan en el proceso de metamorfosis, pues durante esta etapa los niveles de las
hormonas tiroideas incrementan hasta que el organismo alcanza la metamorfosis (33). Por
el contrario, durante el desarrollo de 4. mexicanum los niveles de las hormonas producidas
por la tiroides no incrementan. Debido a esto se ha propuesto que la deficiencia de dichas
hormonas esta asociada a la neotenia de A. mexicanum (34). Esta propuesta ha sido
reforzada por trabajos en los al disminuir los niveles de agua en los que se mantiene el
organismos y al administrar la hormona tiroxina (también conocida como hormona T4), A.
mexicanum alcanza la metamorfosis (32,35). La diferencia entre A. mexicanum neoténicos
y metamorficos radica en cambios fisicos y fisiologicos: los cambios fisicos de los
organismos de 4. mexicanum metamorficos incluyen: la pérdida de las branquias exteriores
y de la aleta dorsal, el tamafio de las extremidades anteriores y posteriores incrementa, al
igual que el tamafio de los 0jos. A nivel fisioldgico, uno de los cambios mas relevantes para
el proceso de regeneracion tisular es que la induccidon experimental de la metamorfosis de
A. mexicanum compromete la capacidad de regeneracion tisular, pues el tiempo necesario
para regenerar la extremidad amputada incrementa y provoca defectos anatomicos en
comparacion con organismos neoténicos, debido a esto se ha propuesto que la neotenia esta
estrechamente relacionada con la capacidad de regeneracion de A. mexicanum (32,36).

1.6. El proceso de regeneracion de extremidades de 4. mexicanum

El proceso de regeneracion de una extremidad se activa cuando hay pérdida parcial o
completa de alguna de las estructuras que conforman a las extremidades anteriores y
posteriores, tales como estilopodio, zeugopodio y/o autopodio. Se ha descrito que el
proceso de regeneracion tisular involucra cuatro etapas: 1) formacion del epitelio de herida
(Wound epithelium, WE, por sus siglas en inglés); 2) formacion de la capa epitelial apical
(Apical epithelial cap, AEC, por sus siglas en inglés); 3) formacién y crecimiento del
blastema, donde ocurren procesos de desdiferenciacion y rediferenciacion celular; 4)
crecimiento de la estructura regenerada (37,38) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion grafica de las etapas del proceso de regeneracion de extremidades de A.
mexicanum. Después de 12 horas post-amputacion (hpa), en este caso del autopodio, se forma el epitelio de
herida (WE). La sefializacion del factor de crecimiento B (TgF-B), el factor de crecimiento epitelial (EGF) y
metaloproteinasas de ECM (MMP), promueve la formacion de la capa epitelial apical (AEC)
aproximadamente 3 dias post-amputacion (dpa), que posteriormente se forma el blastema. A partir del
blastema se regenera la estructura amputada, que pasa por una etapa de crecimiento. Figura elaborada con
Biorender.com. Modificada de Bassat y colaboradores (38).

Después de la amputacion se forma un codgulo de fibrindgeno y fibronectina que los
queratinocitos del mufion usan para migrar al sitio de la herida (39), formando el WE
aproximadamente 12 horas después de la amputacion (hours after amputation, hdp, por sus
siglas en inglés) (40). En un lapso de 3 dias después de la amputacion (days after
amputation, dpa, por sus siglas en inglés), la sefalizacion entre los nervios del mufién y el
WE (3), genera el engrosamiento del WE y se convierte en la AEC (5) (Figura 3).

La AEC se considera un centro de sefializacion donde se organizan los procesos celulares
necesarios para el mantenimiento del blastema, tales como: estratificacion del tejido,
migracion y proliferacion de las células que formarén al blastema (39,40). La inervacion de
la AEC, genera la produccion de mitdgenos como la proteina de gradiente anterior, factor
de crecimiento de fibroblastos 1 (fibroblast growth factor, FGF, por sus siglas en inglés),
FGF-2, FGF-8 y Wnt5. Estos mitdgenos promueven la migracion de las células del tejido
conectivo del muiién al sitio de la amputacion, donde formaran la mesénquima de una
estructura conocida como blastema (20). De tal forma, el blastema se define entonces como
una masa celular heterogénea que se forma en el sitio de la amputacion mediante procesos
de migracion, desdiferenciacion y rediferenciacion celular, que en conjunto darén origen a
los linajes celulares necesarios para restaurar la estructura amputada o dafiada (5,20).
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Una caracteristica importante del proceso de regeneracion de extremidades es que el
blastema hasta formar unicamente la parte perdida de la extremidad (41). Este proceso
recibe el nombre de regeneracion distal y hace referencia a que solamente se regeneran las
estructuras distales al sitio de la amputacion, por ejemplo: si se amputa el autopodio no se
regenera el zeugopodio y el autopodio. Después de su formacion, el blastema crece hasta
que se forman los dedos, aproximadamente a los 30 dpa (42). En esta etapa ya no se
considera blastema, sino una extremidad completamente regenerada (42). El tiempo
necesario para regenerar completamente la estructura pérdida es variable y depende de cada
organismo, por ejemplo: animales grandes de 25 cm de longitud regeneran la extremidad en
53 dpa, mientras que animales de 15 cm regeneran la extremidad en 49 dpa y animales
pequefios de 8 cm a los 31 dpa presentan la extremidad regenerada (8). Posteriormente, la
extremidad regenerada pasa por una etapa de crecimiento hasta alcanzar el tamafio
adecuado de una extremidad proporcional al tamafio del ejemplar y a su contraparte, la
extremidad no amputada. Esta etapa de crecimiento puede tomar hasta 140 dias en
ejemplares de 10 cm de longitud (42).

1.7. Algunos de los genes asociados al proceso de regeneracion tisular de A.
mexicanum

Los estudios sobre la regeneracion de extremidades de A. mexicanum se han enfocado en la
evaluacion del transcriptoma del blastema, lo cual ha sido posible gracias a que en el afio
2018 el genoma de A. mexicanum leucistico fue secuenciado (18). Después del genoma del
pez pulmonado Lepidosiren paradoxa, el genoma de A. mexicanum es uno de los genomas
secuenciados mas extensos (43), con un tamafio de 32 Gb, distribuido en 14 pares de
cromosomas y con aproximadamente 23,251 genes que codifican para proteinas (18,44). El
gran tamafio del genoma de 4. mexicanum se atribuye a que el 65.6% son elementos
repetidos y a que las regiones intronicas son 13 y 25 veces mas extensas que las de
humanos y ranas, respectivamente (18). Debido al gran tamafio del genoma de esta especie,
la evaluacion transcriptomica del proceso de regeneracion tisular ha sido un reto cientifico
hasta ahora.

Cabe destacar que el genoma reportado de A. mexicanum corresponde al fenotipo leucistico
y no al silvestre (18,44), lo cual es consistente con el hecho de que la mayoria de los
estudios sobre regeneracion tisular utilizan organismos leucisticos como modelo de
investigacion. Por lo que, los organismos de A. mexicanum silvestres nativos de
Xochimilco, representan un modelo de estudio para evaluar con mayor precision los
mecanismos celulares y moleculares de regeneracion tisular de A. mexicanum. Sin
embargo, los estudios previos sobre la evaluacion transcriptomica del blastema mediante
RNA-Seq y microarreglos han mostrado resultados consistentes que han permitido
identificar genes asociados al proceso de regeneracion de extremidades (Tabla 1).
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Tabla 1. Algunos de los genes y su funcion propuesta para el proceso de regeneracion
de extremidades de A. mexicanum

Gen Funcion asociada al proceso de regeneracion de Referencia
extremidades
Meis Regeneracion de estilopodio. (45)
Hoxal3 Regeneracion del autopodio. (46)
Shh Proliferacion celular y mantenimiento del crecimiento del 47)
blastema.
Fgf-8 Proliferacion celular y mantenimiento del crecimiento del (47)
blastema.
Bmp?2 Proliferacion celular y osteogénesis. (48,49)
Mmp Respuesta inmune y morfogénesis. (50,51)

Una de las caracteristicas intrigantes del proceso de regeneracion de extremidades de A.
mexicanum es que solo se regeneran las estructuras distales al sitio de la amputacion. Esto
se debe a que las células en el blastema adquieren una identidad posicional, lo cual se
refiere a que la expresion de genes especificos en el blastema determina la posicion distal
(autopodio) o proximal (estilopodio) que tendran en la extremidad regenerada (52).
Ejemplo de estos genes son Hoxal3 y Meis. Durante la regeneracion del estilopodio, el gen
Meis se sobreexpresa, mientras que el gen Hoxal3 se subexpresa en los primeros dias
después de la amputacion, cuando el blastema corresponde a las estructuras proximales del
estilopodio (45). A medida que se convierte en un blastema distal que dara origen a las
estructuras distales del autopodio, el gen Meis se subexpresa mientras que el gen Hoxal3 se
sobreexpresa (46). A partir de estos reportes, se ha propuesto que el gen Meis es especifico
del proceso de regeneracion del estilopodio, mientras que el gen Hoxal3 es caracteristico
del proceso de regeneracion del autopodio, lo cual contribuye al establecimiento de la
identidad posicional de las células en el blastema (45,46).

Otros genes sugeridos, que intervienen tanto en la via de sefalizacion de Wnt y Fgf como
en el establecimiento de la posicion de las células en el blastema (47), también participan
en la proliferacion celular (53). Ejemplo de estos genes son, Fgf-8 y Shh, los cuales se
sobreexpresan en el blastema en comparacion con la extremidad (5,49), favoreciendo la
proliferacion celular que permite el crecimiento del blastema (47). Otro de los genes
ampliamente estudiados en el proceso de regeneracion tisular de A. mexicanum es el gen
Bmp?2. Este gen se sobreexpresa en el blastema, lo cual favorece la proliferacion celular y el
proceso de osteogénesis, ya que la inhibicion de la proteina codificada por Bmp2 impide la
formacion de las estructuras oseas de la extremidad (48,49).

El proceso de regeneracion de extremidades también se caracteriza por presentar cambios
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en la expresion de genes asociados a la matriz extracelular (extracellular matrix, ECM, por
sus siglas en inglés). En el blastema se sobreexpresan los genes relacionados con la
degradacion de ECM, como Mmp8, Mmpl3 y Mmp9 que codifican para las
metaloproteinasas de ECM (5). Aunque no se ha definido por completo el papel de estos
genes en el proceso de regeneracion de extremidades de 4. mexicanum, se han relacionado
con la migracion celular (38) y la respuesta inmune por los macréfagos en el blastema
(50), mientras que la inhibicion de estas proteinas impide la regeneracion de la estructura
perdida o resulta en la regeneracion de una estructura con malformaciones (51). Esto
sugiere que los elementos de ECM son relevantes para el proceso de regeneracion tisular,
sin embargo, su papel atin no se conoce a profundidad.

Aunque se han identificado genes clave para el proceso de regeneracion de extremidades de
A. mexicanum, su expresion cambia significativamente durante el desarrollo del blastema
(4,5). Este comportamiento dindmico de la expresion génica, apunta a que existen periodos
temporales en donde la evaluacion transcripcional del blastema podria permitir identificar
genes relevantes para el proceso de regeneracion de extremidades.

1.8. En A. mexicanum la expresion génica fluctua durante el desarrollo del
blastema

Diversos estudios han evaluado el proceso de regeneracion de extremidades en A.
mexicanum a lo largo del tiempo. Un ejemplo es el trabajo realizado por Voss y
colaboradores, quienes mediante microarreglos llevaron a cabo la evaluacion
transcripcional de blastemas formados desde los 3 dpa hasta los 28 dpa de la extremidad en
organismos de 6 a 10 meses de edad (4). Al comparar los distintos blastemas con la
extremidad, los autores identificaron que la mayor cantidad de cambios transcripcionales
ocurre entre los 9 y los 24 dpa.

A partir de estos hallazgos, se ha propuesto que los cambios transcripcionales relacionados
con la regeneracion de extremidades ocurren dentro de ventanas de tiempo limitadas (4).
Esta propuesta estd respaldada por los hallazgos realizados por Gerber y colaboradores,
quienes mediante secuenciacion de alto rendimiento de ARN de célula tinica, identificaron
que la mayor cantidad de cambios transcripcionales en el blastema ocurren de los 11 dpa
hasta los 18 dpa en larvas de 4 semanas de edad (Figura 4) (5). Estos hallazgos sugieren
que en el blastema, entre los 9 dpa hasta los 24 dpa, es donde se presentan la mayor
cantidad de cambios transcripcionales durante la regeneracion de extremidades en A.
mexicanum.
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Figura 4. Graficas que muestran los cambios transcripcionales del blastema a lo largo del tiempo
durante el proceso de regeneracion de extremidades de A. mexicanum. a) La grafica muestra el nimero de
transcritos nuevos en células tnicas del blastema formado de los 3 a los 11 dpa en comparaciéon con la
extremidad amputada. b) En esta grafica se muestran los transcritos nuevos en células tnicas del blastema de
11 y 18 dpa, asi como en en la extremidad regenerada en comparacion con la extremidad amputada de A.

mexicanum. Gréaficas obtenidas y modificadas del trabajo de Gerber y colaboradores (5).

Una observacion relevante relacionada con el periodo temporal comprendido entre los 9
hasta los 24 dpa es que los genes involucrados en la regeneracion de extremidades de A.
mexicanum, como Hoxdl(0, Hoxal3 y Meis, cambian significativamente su expresion en
este periodo (4,5,54). Por otro lado, la expresion de los genes que codifican para los
factores de transcripcion Runx, Fos, Jun y Hox se mantiene constante del dia 5 al 9 dpa,
pero a los 13 dpa su expresion cambia de manera opuesta (4,17).

Estos reportes sugieren que en el proceso de regeneracion de extremidades de A.
mexicanum, la mayor cantidad de cambios transcripcionales en el blastema ocurre entre los
9 a los 24 dpa. Por lo que la evaluacion transcripcional del blastema en este periodo de
tiempo podria permitir identificar si la expresion de otros genes, también cambia
significativamente durante la regeneracion de extremidades de 4. mexicanum (4).

1.9. La capacidad de regeneracion tisular de 4. mexicanum disminuye con el
envejecimiento

El estudio del proceso de regeneracion tisular en mamiferos ha evidenciado que a medida
que los organismos envejecen, la capacidad de regeneracion tisular disminuye o incluso
desaparece (55). La excepcion a esta tendencia son los invertebrados como la hidra o la
planaria, ya que regeneran organismos completos durante todo su ciclo de vida (55). Por el
contrario, los vertebrados cumplen con la tendencia de reduccion de la capacidad de
regeneracion tisular a medida que los organismos envejecen (56).

Un ejemplo de la reduccion de la capacidad de regeneracion tisular relacionada con el
envejecimiento de los organismos es la regeneracion de los ventriculos del corazon del pez
cebra. En organismos de 7 afios de edad, este proceso resulta en la formacion de tejido
cicatrizante que afecta el funcionamiento del corazon, mientras que esto no ocurre en
organismos de 4 meses (57). Otro ejemplo son las ranas X. laevis y X. tropicalis, las cuales
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son capaces de regenerar extremidades completas durante las etapas larvales; sin embargo,
después de la metamorfosis, s0lo se regenera una estructura cartilaginosa (43). Por otro
lado, a pesar de que las salamandras son los organismos con la mayor capacidad de
regeneracion tisular como adultos, esta capacidad también disminuye a medida que los
organismos envejecen, pues la estructura dafiada o perdida no es regenerada (39, 44).

Algunas salamandras, como Pleurodeles waltl (58) y Notopthalamus viridescens (56), no
presentan la reduccion de la capacidad de regeneracion tisular como organismos adultos,
sin embargo, el tiempo del proceso incrementa en comparacion con las etapas larvales. De
forma interesante, en 4. mexicanum la capacidad de regeneracion tisular disminuye con el
envejecimiento (8,59,60). Por ejemplo, Bryant y colaboradores demostraron que la
amputacion repetida del estilopodio desde los dos meses hasta un afio de edad resultaba en
la ausencia del blastema, impidiendo la regeneracion de la extremidad (8). A partir de estos
reportes, se ha propuesto que el estudio de los organismos que pierden la capacidad de
regeneracion tisular podria brindar informacion esencial sobre los elementos implicados en
este proceso (95).

1.10 Los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l podrian ser clave en el
proceso de regeneracion de las extremidades de A. mexicanum

Recientemente, nuestro grupo de trabajo estudio el proceso de regeneracion del autopodio
de A. mexicanum de distintas edades, con el objetivo de identificar genes relevantes para
este proceso. Para ello se evalu6 el transcriptoma del blastema formado a los 10 dpa del
autopodio de organismos de 8 meses de edad, asi como el del autopodio de organismos de 8
afos que no formaron blastema y que no regeneraron el autopodio en comparacion con los
organismos de 8 meses (3).

En los organismos de 8 meses de edad, los resultados mostraron que 2,673 genes cambiaron
su expresion (differentially expressed genes, DEGs, por sus siglas en inglés) en el blastema
a los 10 dpa en comparacion con el autopodio. Al comparar los DEGs del blastema de 10
dpa con los DEGs de blastemas proximales (formados a partir de la amputacion del
estilopodio) y distales (formados a partir de la amputacion del autopodio) reportados por
otros estudios (61), se encontraron 1,251 DEGs en todas las condiciones (Figura 5a) (3).

Mediante la comparacion de los DEG en el blastema de 10 dpa de los organismos de 8
meses con los DEG del autopodio de los organismos de 8 afos, Del Moral-Morales y
colaboradores, identificaron 26 DEGs presentes en todas las condiciones evaluadas (Figura
5b, recuadro negro) (3). Entre los 26 DEGs, destacan los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7,
Cthrcl.l, NMT 19 y NMT20, ya que su expresion en el blastema de 10 dpa de los
organismos de 8 meses es opuesta a su expresion en el autopodio de los organismos de 8
aflos que no regeneraron el autopodio amputado (3). Sin embargo, los autores descartan a
NMT 19 y NMT 20, ya que la secuencia de residuos de aminoacidos codificada por estos
genes tiene un bajo porcentaje de identidad con otros vertebrados. Ademas, la prediccion de
su estructura tridimensional mostr6 que el sitio catalitico de ambas proteinas esta
incompleto en A. mexicanum. Por el contrario, la secuencia de residuos de aminoacidos y la
estructura tridimensional codificada por Adamtsl7.1, Fstll, Cthrcl.l y Gpx7 presentan un
alto porcentaje de identidad con otros vertebrados, incluidos mamiferos (3).
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Figura 5. Graficas que muestran las diferencias transcripcionales entre A. mexicanum de 8 meses y
organismos de 8 afios de edad. a) Diagrama de Venn que indica el numero de genes con expresion
diferencial entre el blastema de 10 dpa, el autopodio de los organismos de § afios, asi como entre el blastema
distal y blastema proximal de 23 dpa (61). b) Mapa de calor que muestra la expresion de 26 genes
diferencialmente expresados en el blastema distal, blastema proximal, blastema de 10 dpa y en el autopodio
de los organismos de 8 afios comparacion con el autopodio de los organismos de 8 meses. Estas figuras fueron
obtenidas y modificadas del trabajo realizado por Del Moral-Morales y colaboradores (3).

Dado que la capacidad de regeneracion tisular de 4. mexicanum disminuye con la edad
(2,8), y que el enfoque adoptado por Del Moral-Morales y colaboradores considera esta
diferencia, sus hallazgos sugieren que los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l
podrian desempeiar un papel clave en la regeneracion de extremidades en esta especie (3).
Ademas, la conservacion de las proteinas codificadas por estos genes indica su posible
relevancia en diversas especies, lo cual es consistente con reportes en los que Adamts17.1,
Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l han sido asociados a procesos celulares relacionados con la
regeneracion tisular (62—65).

1.11. El gen Gpx7 esta relacionado con el metabolismo de H,O, y con el proceso
de reparacion tisular

En humanos el gen GPX7 codifica para la proteina GPX7, la cual pertenece a la familia de
las glutation peroxidasas (glutathion peroxidases, GPX por sus siglas en inglés) que forman
parte del sistema antioxidante celular. En general, las GPX son enzimas que se encargan de
regular los niveles intracelulares de perdxido de hidrogeno (H,0O,) e hidroperdxidos
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organicos mediante su reduccién a alcoholes o a agua usando como agente reductor al
glutation (66). Especificamente, la proteina GPX7 se localiza en el lumen del reticulo
endoplasmatico donde se encarga de reducir el H,O, a agua (67). Considerando que la
proteina GPX7 se encarga de disminuir los niveles de H,O, y que esta especie reactiva de
oxigeno (reactive oxygen species, ROS, por sus siglas en inglés) es clave en el proceso de
regeneracion de A. mexicanum, el papel del gen Gpx7 en este proceso podria estar
relacionado con los niveles de H,O,. Esta propuesta deriva a partir de los reportes sobre la
regeneracion del apéndice caudal (68) y del autopodio (30) de 4. mexicanum, en los cuales
la amputacion de estas estructuras genera el incremento de los niveles de H,O..
Particularmente durante el proceso de regeneracion del autopodio, los niveles de H,O, son
mayores en el blastema hasta los 21 dpa, mientras que la inhibicion de la produccion de
H,0, resulta en el retraso de la formacion del blastema, en la regeneracion de un autopodio
con metacarpos faltantes y de menor longitud (30).

En relacion con la posible conexion del gen Gpx7 con el proceso de regeneracion tisular
mediante el metabolismo de ROS, también se han realizado hallazgos relacionados con el
proceso de reparacion tisular de mamiferos. En modelos murinos el gen Gpx7 esta
relacionado con el proceso de reparacion tisular, pues la expresion de este gen es mayor en
la piel de los modelos murinos y de humanos en las etapas fetales, mientras que su
expresion es menor en las etapas adultas. Sin embargo, la expresion de Gpx7 aumenta en
los queratinocitos de los modelos murinos adultos cuando se realiza una lesion cutanea, lo
cual favorece el cierre de la lesion al promover la migracion de los queratinocitos (65).
Estos hallazgos indican que Gpx7 podria estar relacionado con el proceso de reparacion
tisular en mamiferos, lo que plantea interrogantes sobre su papel en el proceso de
regeneracion tisular de otros organismos, como A. mexicanum.

1.12. El gen Cthrcl esta relacionado con el proceso de reparacion tisular

En humanos, el gen CTHRCI codifica para una proteina colagena con repetidos de triple
hélice (Collagen Triple Helix Repeat Containing, CTHRC por sus siglas en inglés). Este
gen, al igual que Gpx7, esta relacionado con el proceso de reparacion tisular de modelos
murinos (64,69). En la piel de organismos adultos, los niveles del transcrito del gen Cthrel
incrementan después de realizar lesiones cutaneas y el abatimiento de su expresion retrasa
el cierre de la lesion, mientras que su sobreexpresion tiene el efecto contrario (69). Se ha
propuesto que Cthrcl favorece el cierre de la herida al incrementar la migracion de los
fibroblastos y de los macr6fagos M2 mediante la activacion de la via de TGF-3, pues el
incremento de la abundancia de la proteina CTHRCI1 es proporcional a la fosforilacion de
los efectores Smad2/3 (69). A partir de estos hallazgos, se ha propuesto que en el proceso
de reparacion tisular, Cthrcl promueve la migracion tisular y participa en la via de
sefalizacion de TGF-B, que es fundamental en la regeneracion tisular de A. mexicanum
(70,71).

La relacion de Cthrel con la via de sefializacion del factor de crecimiento transformante 3
(transforming growth factor, TGF-B, por sus siglas en inglés), se realiz6 a partir de su
identificacion por primera vez en arterias dafiadas de modelos murinos, donde su expresion
se inducia en respuesta a TGF-B (72,73). Posteriormente, se ha propuesto que CTHRCI1
actia como un regulador positivo de esta via de sefalizacion, ya que su incremento es
directamente proporcional a la fosforilacion de los efectores Smad2 y Smad3 (72,73). La
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participacion de CTHRCI en la sefializacion de TGF-B sugiere que Cthrcl también podria
estar vinculado al proceso de regeneracion tisular en A. mexicanum, pues la activacion de la
via de sefializacién es clave para la regeneracion del apéndice caudal (70) y de la
extremidad en A. mexicanum (71,74); durante la regeneracion de ambas estructuras, tanto la
expresion del transcrito del gen 7gf~f como la abundancia de la proteina que codifica
aumentan en el blastema. La inhibicion de esta via, mediante inhibidores de los receptores
de TGF-B, reduce la migracion y proliferacion celular en el blastema, lo que impide su
formacion o detiene su desarrollo, evitando asi la regeneracion del apéndice caudal (70) y
de la extremidad (71,74).

1.13. El gen Fstl1 esta relacionado con el proceso de desarrollo

En humanos, el gen FSTLI codifica una proteina de la familia SPARC, que no actiia como
un componente estructural de la matriz extracelular (ECM), sino que participa en su
ensamblaje y deposicion. Ademas, regula la actividad de las proteasas de la ECM y esta
involucrado en la sefalizacion de factores de crecimiento (75), por ejemplo: en modelos
murinos el gen Fs¢/] fue identificado por primera vez como un gen inducido en respuesta a
TGF-B (76), y estudios posteriores han demostrado su implicacion en la via de sefializacion
de las proteinas morfogenéticas Oseas (bone morphogenetic protein, BMP, por sus siglas en
inglés) durante el desarrollo (63).

Los niveles del transcrito del gen Fistl/ y la abundancia de su proteina son mas elevados en
los pulmones y extremidades durante el desarrollo de modelos murinos (77). La expresion
de Fst/l es fundamental para la supervivencia de los organismos, ya que su abatimiento
impide la formacion completa de la traquea y de los alvéolos, lo que provoca el colapso
pulmonar y la muerte de los organismos por fallo respiratorio poco después del nacimiento
(63). Ademas, la expresion de Fstll es indispensable para el desarrollo de las extremidades,
pues la deficiencia de su expresion genera la curvatura del fémur y del cubito, asi como la
fusién de los metacarpos (77). Dado que el fenotipo generado por la deficiencia de la
expresion de Fistll, es similar al observado en la deficiencia de los antagonistas de BMP, se
ha estudiado la relacion de Fst/l con esta via de sefalizacion (63,77). En modelos murinos
en desarrollo, se ha demostrado que la proteina FSTL1 en los pulmones actia como un
antagonista de BMP compitiendo por la unién a los receptores tipo II y bloqueando la
activacion de los efectores Smad 1 y 5. Por esta razén, se ha propuesto que Fstl/
desempefia un papel crucial en el desarrollo al regular la via de sefializacion de BMP (63),
la cual es clave para la formacion y el mantenimiento del crecimiento del blastema durante
la regeneracion de extremidades de 4. mexicanum (48).

1.14. El gen ADAMTS17 codifica para metaloproteinasa de matriz extracelular

En humanos, el gen ADAMTS17 codifica una metaloproteasa de la matriz extracelular
(ECM), perteneciente a la familia de las desintegrinas y metaloproteinasas con motivo de
trombospondina tipo 1 (ADAMTS), que es secretada hacia la ECM (78). Existen patologias
asociadas con mutaciones en ADAMTSI17. Tras evaluar el impacto de estas mutaciones en
la proteina que codifica, se ha propuesto que ADAMTSI7 podria participar en la secrecion
de los elementos de la ECM (79), asi como en el proceso de osteogénesis (62).

En particular, en el sindrome de Weill-Marchesani (Weill-Marchesani syndrome 4, WMS4
por sus siglas en inglés), se han identificado mutaciones autosOmicas recesivas en
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ADAMTS17 que impiden la secrecion de la proteina a la ECM (79). Como consecuencia,
los fibroblastos de los individuos afectados acumulan proteinas de la ECM, como fibrilina
I, fibronectina y colagena I, lo que sugiere que ADAMTS17 podria estar relacionada con el
proceso de la secrecion de proteinas de la ECM (79). Para profundizar en esta hipotesis, se
llevdo a cabo la mutagénesis dirigida de ADAMTSI7 en la linea celular HEK293, para
introducir las mutaciones presentes en WSM4. El resultado fue un incremento de la
abundancia de las proteinas fibrilina I, fibronectina y colageno en lisados celulares,
mientras que en el medio extracelular la abundancia de estas proteinas era menor en
comparacion con las células no mutadas (79). Estos hallazgos refuerzan la idea de que el
gen ADAMTSI17 podria participar en los procesos de la ECM, particularmente en la
secrecion de determinadas proteinas.

En conjunto, los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7y Cthrcl podrian ser candidatos clave en la
regeneracion del autopodio de A. mexicanum, ya que su expresion en el blastema a los 10
dpa en organismos de 8 meses que regeneran el autopodio es opuesta a la observada en
organismos de 8 afios que no presentan regeneracion (3). Por otro lado, se ha reportado
previamente que la expresion de Adamts17.1, Fstll, Gpx7y Cthrcl es mayor en el blastema
a los 10 dpa en comparacion con el autopodio (3). No obstante, diversos estudios indican
que los cambios transcripcionales fluctiian en ciertos periodos temporales del proceso de
regeneracion. En particular, se desconocen los cambios transcripcionales de Adamtsi7.1,
Fstll, Gpx7 y Cthrel entre los 9 y 24 dpa, un periodo en el que ocurre la mayor cantidad de
cambios transcripcionales en el blastema (37,55). A partir de estos antecedentes, la
evaluacion de la expresion de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl en blastemas formados
entre los 9 y 24 dpa podria proporcionar informacion relevante sobre su comportamiento
transcripcional en distintas etapas del proceso de regeneracion del autopodio de A.
mexicanum.

En conjunto, el estudio del blastema ha evidenciado que la regeneracion de extremidades en
A. mexicanum es un proceso complejo, caracterizado por cambios transcripcionales
dindmicos en periodos especificos, particularmente entre los 9 y 24 dias postamputacion
(dpa) (4,5). Por ello, evaluar la actividad transcripcional en este intervalo permitiria evaluar
el comportamiento transcripcional de genes clave en la regeneracion. Estudios previos han
sugerido que Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l podrian desempefiar un papel
fundamental en la regeneracion del autopodio, ya que presentan patrones de expresion
opuestos entre organismos de 8 meses, que regeneran, y organismos de 8§ afos, que no lo
hacen. Ademas, se ha reportado que en el blastema de 10 dpa de organismos jévenes, la
expresion de estos genes cambia en respuesta al proceso regenerativo. Sin embargo, se
desconoce su comportamiento transcripcional en la fase en la que el blastema experimenta
los mayores cambios transcripcionales, asi como los posibles elementos de regulacion que
controlan su expresion. A partir de estos antecedentes, este estudio plantea preguntas sobre
la dinamica de expresion de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l entre los 9 y 24 dpa
durante la regeneracion del autopodio en organismos de 8 meses y 8 afos, asi como sobre
los elementos de regulacion transcripcional asociados a estos genes.

21


https://paperpile.com/c/d9nxjB/wGo1V
https://paperpile.com/c/d9nxjB/wGo1V
https://paperpile.com/c/d9nxjB/wGo1V
https://paperpile.com/c/d9nxjB/wMsXB
https://paperpile.com/c/d9nxjB/wMsXB
https://paperpile.com/c/d9nxjB/jqmlU+O4G3l

2. Planteamiento del problema

En el proceso de regeneracion de extremidades de 4. mexicanum, se forma el blastema, una
masa celular originada a partir de procesos de desdiferenciacion y rediferenciacion celular,
que permite la regeneracion de los tejidos perdidos (5,20). Durante este proceso, la mayor
cantidad de cambios transcripcionales ocurre en el blastema entre los 9 y 24 dpa, donde la
expresion de algunos genes clave para el proceso de regeneracion cambia de tal manera
que, si se sobreexpresan en un dia especifico, en dias posteriores se subexpresan y
viceversa (4,17,54). Por ejemplo: Hoxal3 se subreexpresa en el blastema a los 9 dpa pero a
los 13 dpa se sobreexpresa (17), mientras que Hoxdl3 se sobreexpresa en el blastema a los
10 y alos 21 dpa se subexpresa (54). Estos hallazgos sugieren que otros genes clave para
el proceso de regeneracion de extremidades podrian modificar su expresion en blastemas
formados entre los 9 y 24 dpa.

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l
podrian ser clave en el proceso de regeneracion de extremidades de A. mexicanum, ya que
su expresion es opuesta entre organismos de 8 meses de edad que regeneraron el autopodio
amputado y organismos de 8 afios que no presentaron regeneracion; particularmente, en
comparacion con el autopodio Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l se sobreexpresan en el
blastema de 10 dpa de organismos de 8 meses. Por el contrario, estos genes se subexpresan
en el autopodio de organismos de 8 afios (3). Sin embargo, se desconoce el comportamiento
transcripcional de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l durante el proceso de regeneracion
entre los 9 y 24 dpa. Es por ello que, en este trabajo se retoman los antecedentes, para
validar la expresion de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el blastema de 10 y para
estudiar su expresion en una nueva etapa en el blastema de 20 dpa en organismos de A.
mexicanum de 8 meses, asi como para evaluar expresion de estos genes en el autopodio de
A. mexicanum de 8 anos y de 8 meses de edad.

3. Preguntas de investigacion

(Cual es la expresion de los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el blastema a los
10 y 20 dpa del autopodio de organismos de 8 meses de edad? y ;como se compara la
expresion de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el autopodio de A. mexicanum de 8
afos y de 8 meses de edad?

4. Hipotesis

Si en 4. mexicanum de 8 meses de edad la expresion de los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7
y Cthrcl.l es mayor en el blastema a los 10 dpa, entonces se observara una expresion
inversa en el blastema a los 20 dpa. Mientras que si la expresion de Adamtsi7.1, Fstll,
Gpx7 y Cthrcl.l es mayor en el autopodio de 4. mexicanum de 8 meses de edad, entonces
su expresion serd inversa en el autopodio de los organismos de 8 afios.
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5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Realizar la caracterizacion in silico de elementos de regulacion transcripcional y analizar la
expresion de los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el proceso de regeneracion
del autopodio de 4. mexicanum de 8 afios y de 8 meses de edad.

5.2. Objetivos especificos

1. Identificacién de la region promotora de los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y
Cthrcl.l de A. mexicanum mediante andlisis in silico de islas CpG, enriquecimiento
de la trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3.

2. Busqueda in silico de los motivos de unidn para factores de transcripcion en la
region promotora de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l de A. mexicanum.

3. Evaluar la expresion de los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el tejido
del autopodio y en el blastema formado a los 10 y 20 dias después de la amputacion
del autopodio de A. mexicanum de 8 meses de edad y en el tejido de autopodio de A.
mexicanum de 8 afios de edad.

4. Determinar la abundancia de la proteina ADAMTS17.1 en el tejido de autopodio y
en el tejido de blastema formado a los 10 y 20 dias después de la amputaciéon del
autopodio de 4. mexicanum de 8 meses de edad.
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6. Materiales y métodos
6.1. Organismos empleados

Se emplearon un total de 12 organismos de A. mexicanum pertenecientes a la colonia
mantenida por el Centro de Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC)
perteneciente a la UAM Xochimilco. Todos los organismos empleados tenian 8 meses de
edad con una longitud de 13-15 cm (del apéndice caudal a la punta de la cabeza) y
presentaban el fenotipo silvestre con una pigmentaciéon verde parda (Figura 1). Los
organismos se mantuvieron en las instalaciones del CIBAC, en recipientes de plastico
separados, con agua filtrada de los Canales de Xochimilco, oxigenacion a temperatura
ambiente durante los meses de septiembre y noviembre. Adicionalmente, se emplearon
muestras de tejido de autopodio de dos organismos de A. mexicanum silvestres de 8 afos de
edad también pertenecientes a la colonia del CIBAC, los cuales se mantuvieron en las
mismas condiciones que los organismos de 8 meses de edad.

De los organismos de 8 meses de edad se amputd el autopodio de la extremidad anterior
izquierda, posteriormente se formaron dos grupos, cada uno con cinco organismos
distintos: de un grupo se obtuvo el blastema de 10 dpa en el mes de septiembre (n=5,) y del
otro grupo se obtuvo el blastema de 20 dpa en el mes de noviembre (n=5) (Figura 7). En
este trabajo, se incluyeron las muestras de tejido del autopodio obtenidos anteriormente por
nuestro grupo de trabajo, provenientes de organismos de 8 afios de edad (n=2) los cuales no
formaron blastema en comparacion con los organismos de 8 meses de edad (3).

! /\ / 8 meses
/ 8 afios ‘ w
+
10dpa ii 10 dpa il A Autopodio  Blastema 10 dpa
i !l UG Blastema T ar
l Blastema Autopodio  Blastema 20 dpa

Autopodio

Figura 7. Esquematizacion del proceso de recoleccion de muestras de los diferentes organismos
empleados. De A. mexicanumde 8 meses de edad, se amputo el autopodio y después de 10 o 20 dias se
recolectd el blastema. Para los organismos de 8 afios de edad, sélo se incluyo el tejido de autopodio
anteriormente recolectado por Del Moral-Morales y colaboradores (3). Elaborada con Biorender.com.

Este trabajo fue aprobado por el comité de ética en investigacion (CEI) de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco (CEIL2023.007). La toma de muestras
biologicas de los organismos se llevo a cabo bajo la supervision de los médicos veterinarios
adscritos al CIBAC bajo los procedimientos establecidos de la UMA CIBAC,
UAM-Xochimilco (Registro DGVS-CR-IN-0952-DF/07), de acuerdo a la Ley General de
Vida Silvestre.

6.2. Protocolo de anestesia y de amputacion
Para realizar la amputacion del autopodio y del blastema los organismos fueron

anestesiados con benzocaina al 0.03% (Sigma-Aldrich), la cual se disolvié en un recipiente
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que contenia agua de los humedales de Xochimilco. Una vez que los organismos no
presentaban movimiento, se retiraron del agua para realizar las amputaciones del autopodio
con ayuda de un microscopio estereoscopico (Stemi 305 trino, Zeiss). Posteriormente, para
la toma de muestra de los blastemas se siguid el mismo procedimiento de anestesia antes
descrito. Después de cada toma de muestras, los organismos fueron transferidos a otros
recipientes con agua de los humedales de Xochimilco y con aireacion para su recuperacion.
Las muestras de tejido fueron preservadas en RNAlater (Invitrogen, AM7024) y
almacenadas -80°C.

6.3. Extraccion de ARN vy disefio de oligonucledtidos sintéticos para PCR
cuantitativa en tiempo real

El ARN se extrajo de las muestras de tejido de los organismos adultos jovenes y de los
organismos viejos mediante el método de Trizol (Invitrogen, No. catalogo: 15596026), lo
cual se describe detalladamente en el anexo 12.1. Posteriormente se evalud la calidad
mediante la medicion del niimero de integridad del ARN (ARN Integrity Number, RIN, por
sus siglas en inglés) en el Agilent Bioanalyzer System (Agilent Technologies) (Figura 8).
Este sistema usa electroforesis para evaluar la proporcion del ARN ribonuclear 18S y 28S
en la muestra; a medida que incrementa la degradacion de la muestra, la abundancia del
ARN ribonuclear 18S y 28S, al igual que el valor del RIN disminuye. Por lo tanto, los
valores de RIN de 1, indica degradacion del ARN, mientras que valores de entre 8 a 10
indican una buena integridad del ARN (80). El ARN obtenido de los tejidos del autopodio
y del blastema de 10 y 20 dpa fue de buena calidad.

Autopodio Blastema 10 dpa Autopodio Blastema 20 dpa

Figura 8. Geles de electroforesis para la evaluacion de la calidad de ARN. a) Gel de electroforesis
obtenido mediante Agilent Bioanalyzer System de las muestras de autopodio y de blastema de 10 dpa, con los
respectivos valores de RIN segun la proporcién del ARN ribosomal 18S/28S. b) Gel de electroforesis de las
muestras autopodio y del blastema de 20 dpa donde se observan las bandas correspondientes al ARN

ribosomal 28S y 18S.

a)

< 28S

< 18S

RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN®
93 92 88 94 92 99 99 99 90 99

A partir de 200 ng de ARN se gener6 el DNA complementario (complementary DNA,
DNACc por sus siglas en inglés) mediante una reaccion de retrotranscripcion con oligos
random, segun las indicaciones del proveedor del kit GeneAmp® RNA PCR Core Kit
(Applied Biosystem, No. catdlogo: N8080143). El DNAc se uso6 para evaluar la expresion
de los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7, Cthrcl.l'y Gapdh en el autopodio de los organismos
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de 8 meses y 8 afios, asi como en los blastemas de 10 y 20 dpa mediante RT-qPCR
cuantitativa (real-time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR por sus siglas en
inglés). Para ello, se disefiaron oligos sintéticos especificos para cada gen, lo cual se explica
a continuacion.

A partir de la secuencia codificante (coding sequence, CDS por sus siglas en inglés) de los
genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7, Cthrcl.l y Gapdh reportada en genome.axolotl-omics.org,
se disenaron los oligonucledtidos sintéticos empleados para los ensayos de RT-qPCR
mediante la herramienta Primer3 (https://primer3.ut.ee/) con los siguientes pardmetros:
longitud minima del oligo 18 pb, longitud maxima del oligo 20 pb. Los oligos resultantes
fueron seleccionados segiin su complementariedad con la region 3° del CDS, inicio de la
secuencia con GC, el tamano del amplicon resultante (<170 pb) y su especificidad al gen
blanco. Esto ultimo se evalu6 mediante el alineamiento global de los oligonucle6tidos
sintéticos contra el CDS en BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los
oligonucleodtidos sintéticos seleccionados se muestran en la Tabla 2 y su localizacién en la
secuencia del gen se encuentra en el Anexo 12.3.

Tabla 2. Oligonucledtidos sintéticos empleados para los ensayos de RT-qPCR

Gen Oligonucleotido Secuencia Tm | Amplicon | ID del gen
s (5> - 3) (°C) | esperado
(pb)
Adamtsl7.1 Forward CTGCTCTGACC
TACAAGTGC AMEX60DD
60 130 201003517.1
Reverse TTGGCATAAAA .
M GTCTCGGCA
Fill ACGAGACAGC 60 117
Forward CATCAACATC
AMEX60DD
TCAGCTTCCA 201046943.1
Reverse GTCTGCATTC
Gpx7 CCTTCCCCATG 60 140
Forward TTCAGCAAA
AMEX60DD
GTTCTCCACCT 301019607.1
Reverse TTCCATCGG
GCCTCGAGTT 60 90
Cthrel.l
Forward CAATTCCACT AMEX60DD
CCACGTCCAC 301040253.1
Reverse TAAACCAGAG
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Gapdh GCTGCCTCCTA

Forward
TGACGAAAT 0 . AMEX60DD
TTCCTCGGTGT 201026859.1
Reverse ATCCCAGAA

6.4. Evaluacion transcripcional de los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l

La expresion de los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el autopodio de los
organismos de 8 meses y 8 aflos de edad, asi como en los blastemas de 10 y 20 dpa, fueron
evaluados mediante PCR cuantitativa (qPCR) utilizando el kit Maxima SYBR Green/ROX
qPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific, No. de catalogo: K0222) en el termociclador
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

La expresion relativa de cada gen se determind mediante el anélisis de 222, que consiste
en la normalizacion de la expresion de cada gen respecto a un gen de expresion
constitutiva, como Gapdh. Posteriormente, se compard la expresion de cada gen en la
condicion de interés con su expresion en la condicion control (81). De esta manera, la
expresion relativa de los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el autopodio de
organismos de 8 afios (n=2), asi como en los blastemas de 10 (n=5) y 20 dpa (n=5), se
obtuvo comparandolos con la condicion control del autopodio de organismos de 8 meses
(n=10). En ambos casos, los resultados reportados son el promedio de tres réplicas técnicas
de cada una de las réplicas bioldgicas. Posteriormente, en Graphpad se evalud la
homocedasticidad de los datos mediante una prueba F y con base en ello se decidio realizar
los andlisis estadisticos mediante una prueba Mann-Whitney.

6.5. Caracterizacion in silico del promotor de los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7
y Cthrcel.l

Con el objetivo de identificar elementos de regulacion transcripcional para los genes
Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l de A. mexicanum, se determind la region promotora de
cada gen y los motivos de union para factores de transcripcion mediante métodos in silico.
Como a continuacion se describe, primero la region promotora se identifico, mediante la
busqueda elementos caracteristicos de esta region en vertebrados, tales como: islas CpG y
del enriquecimiento de la trimetilacion de la lisina 4 en el histona 3 (H3K4me3) (82). Una
vez identificada la regién promotora de cada gen, se identificaron los motivos de unién para
TF en el promotor de cada gen. A continuacion se describen las particularidades de cada
analisis.

6.5.1. Identificacion de la region promotora de los genes Adamtsl7.1, Fstll,

Gpx7y Cthrcl.l

El genoma de los vertebrados se caracteriza por presentar una baja frecuencia de
dinucledtidos CpG (una citosina seguida de una guanina). En cambio, en algunas regiones
la frecuencia de dinucledtidos CpG, asi como el contenido de citosinas y guaninas es mayor
al 67% respecto al genoma, dichas regiones se conocen como islas CpG y se encuentran en
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el 70% de los promotores de los vertebrados (82—84). Debido a esto, la busqueda de islas
CpG se emplea para la identificacion de regiones promotoras. Los promotores también se
caracterizan por presentar marcas de modificaciones postraduccionales de histonas, como la
trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3), que suele encontrarse en promotores
transcripcionalmente activos (85). Con base en estos datos, en este trabajo se considerd que
la region en la que una isla CpG co-localiza con el enriquecimiento de la marca de histonas
H3K4me3, era el promotor de cada gen.

La busqueda de islas CpG se realizé en la region comprendida entre los 1000 pb rio arriba 'y
rio abajo a partir del sitio de inicio de la transcripcion (transcription start site, TSS, por sus
siglas en inglés) de los genes Adamtsl7, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l. Para ello se us6 Methyl
Primer Express® Software (Applied Biosystems) con los parametros propuestos
anteriormente por diversos autores (83,86): longitud minima de 500 pb, longitud maxima
de 2000 pb, %GC > 55 y proporcion de GCobservada/esperada > 0.65.

El enriquecimiento de la marca de histonas H3K4me3, también se evalud en en la region
comprendida entre los 1000 pb rio arriba y rio abajo a partir del TSS de los genes
Adamts17, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l. Para ello se emplearon datos de inmunoprecipitacion de
la cromatina (chromatin immunoprecipitation, ChlP, por sus siglas en inglés) de la marca de
histonas H3K4me3 del blastema a lo 13 dpa y del autopodio. Los datos empleados estan
disponibles en la base de datos de Gene Expression Omnibus (nimero de acceso:
GSE217594) (17).

6.5.2. Busqueda de motivos de union para factores de transcripcion en el
promotor de los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7y Cthrcl.l

A partir de la base de datos central de vertebrados conocida como JASPAR (a database of
transcription factor binding profiles; https://jaspar.elixir.no/) se obtuvieron las secuencias o
motivos de unién de unioén a TFs en organismos vertebrados. Los motivos de union para TF
se buscaron en el promotor de los genes Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l mediante el
software FIMO (87). En la seleccion de los motivos de union, no se considero la especie de
los organismos de origen, sino que se priorizaron los motivos con un valor de p ajustado <
0.01, el cual en FIMO se representa por el valor q. Ademas, para los motivos de unioén de
un mismo TF, se selecciond el motivo con el mayor score y con mayor significancia.

6.6. Evaluacion de la proteina ADAMTS17, mediante las técnicas de Western
Blot e inmunohistoquimica

Para evaluar la abundancia de la proteina ADAMTSI17 en el blastema y autopodio de 4.
mexicanum de 8 afios de edad, primero se realizaron ensayos de Western blot ¢
inmunohistoquimica en diversos tejidos de A. mexicanum y lineas celulares.

6.6.1. Seleccion del anticuerpo contra la proteina ADAMTS17 y analisis de su
masa molecular

Hasta donde sabemos, la proteina ADAMTSI17 no ha sido evaluada en 4. mexicanum, por
lo que su masa molecular se desconoce en esta especie. Debido a esto, estimamos la masa
molecular de esta proteina a partir de su secuencia de residuos de aminoacidos en A.
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mexicanum mediante el software Compute pl/Mw del Instituto Suizo de Bioinformatica
(https://web.expasy.org/compute pi/). El resultado de este analisis fue una masa molecular
de 123.43 kDa, la cual se consideré como la masa molecular esperada para ADAMTS17 de
A. mexicanum.

Por otro lado, la seleccion del anticuerpo contra la proteina ADAMST17 de A. mexicanum
se realizo mediante la determinacién de la identidad con los inmundgenos de los
anticuerpos disponibles en el mercado, mediante alineamientos globales con Blastp. El
anticuerpo anti-ADAMTS17 Q12 de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology,
No. catalogo: sc-100480) se eligio ya que su inmunodgeno presenta 70% de identidad con la
proteina de A. mexicanum (Figura 8). Una vez seleccionado el anticuerpo
anti-ADAMTS17 se realizaron ensayos de Western blot € inmunohistoquimica.
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. pid 10 . . . . : . . . . 1 . . 120
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) pid 121 . . : . . . . 2 . . . . 240
A.mexicanum  19g, ps; EQTTFNQSCYYTGRVLNHNDSFASLSTCG---GLTGYIQMGDLQMQIQPANNSQESFSGREHYIRRRRSSVPSPGAPAQSARPHCQVVSAKKKAMGVDSAKDWRGRRNAIRPDSEYTVET
Humano 70.9% ~RGRPAELCFYSGRVLGHPGSLVSLSACGAAGGLVGLIQLGQEQVLIQPLNNSQGPFSGREHLIRRKWSLTPSPSAEAQRPEQLCKVLTEKKKPTWGRPSRDWRERRNATRLTSEHTVET

‘ pid 241 : . . . . 3 . . . . : . 360
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Humano 70.9% LVVADADMVQYHGAEAAQRF ILTVMNMVYNMFQHQSLGIKINIQVTKLVLLRQRPAKLSIGHHGERSLESF CHWQNEEYGGARYLGNNQVPGGKDDPPLVDAAVFVTRTDFCVHKDEPCD

pid 361 . . . 4 . . . . : . . . 480
A.mexicanum  100.0% V. GIAYLGGVCSAKRKCVLAEDNGLNLAFTIAHELGHNLGMSHDDDHTACAGRSHIMS GEWVKGRNPSDLSWSTCS
Humano 70.9% TVVPPAPFDVREGPGSPPWWCLGRELPEANGSQRVIPDHSISKTWEGIAYLGGV CSAKRKCVLAEDNGLNLAFTIAHELGHNLGMNHDDDHSSCAGRSHIMS GEWVKGRNPSDLSWSSCS

pid 481 . 5 . . . . : . . . . 6 600
A.mexicanum  100.0% RDELEHFLKSKVSSCVLVTDPRSRHAVRLPHKLPGMHYSADEQCQILFGSNATF CKNMEHLMCAGLWCLVEGDASCKTKLDPPLDGTECGADKWCRAGECVSKTPIPEHVDGDWSAWSPH
Humano 70.9% RDDLENFLKSKVSTCLLVTDPRSQHTVRLPHKLPGMHYSANEQCQILFGMNATF CRNMEHLMCAGLWCLVEGDTSCKTKLDPPLDGTECGADKWCRAGECVSKTPIPEHVDGDWSPWGAW

' pid 601 . . . . : . . . . 7 . . 720
A.mexicanum  1gg, p% SMCSRTCGTGVRFRQRKCDHPPPGPGGKNCPGPSVEHAVCEHPHCPKETSSFRDHQCHTHDRT THRKKSLLTAVMUDDRPCELFCTPLGKEAPFLAADRVLDGTPCGPYETDLCVHGKCQ
Humano 70.9% SMCSRTCGTGARFRQRKCDNPPPGPGGTHCPGASVEHAVCENLPCPKGLPSFRDQQCQAHDRLSPKKKGLLTAVVVDDKPCELYCSPLGKESPLLVADRVLDGTPCGPYETDLCVHGKCQ
A mexicanum pid 721 . . T . . . . 8 . . . . 840
Human 100. 0% RIGCDGIIGSAAREDRCGICNGDGRTCKVVKGDFNHTKGTGYIEATVIPAGARRIRVVEDKPAHSFLALKDSSKKSINSDWKIELPGEFQIAGTTVRYVRRGLWEKISAKGPTKTPLHLM

umano 70.9% KIGCDGIIGSAAKEDRCGVCSGDGKTCHLVKGDFSHARGTGYIEAAVIPAGARRIRVVEDKPAHSFLALKDSGKGSINSDWKIELPGEFQIAGTTVRYVRRGLWEKISAKGPTKLPLHLM

. pid 841 : . . . . 9 . . . . : . 960
A.mexicanum g s VLLFHDQNYGIHYEYTISVNLAEELPREPEKQREPLYLWTHSGWEGCSVQCGGGERRTTLSCSQMUNKTMVVUNESDCQHTARPQPQURRCNIHPCQSRWLIGHWSTCSSTCDKGLQYRE
Humano 70.9% VLLFHDQDYGIHYEYTVPVNRTAENQSEPEKPQDSLF IWTHSGWEGCSVQCGGGERRTIVSCTRIVNKTTTLVNDSDCPQASRPEPQURRCNLHPCQSRWVAGPWS PCSATCEKGFQHRE

. pid 961 . . . ()] . . . . : . . . 1080
A. mexicanum  1gp. p% VSCIYQLQNGTYVTTRDVFCIGPKPAPVQGCDGQDCRS IWEASEWSQCSADCGRGTKRRTVS CTNSQGKCDAATRPHEVEECEDHTACYEWKTGDWSKCSATCGKGLQSRVVQCMHQUTG
Humano 70.9% VTCVYQLONGTHVATRPLYCPGPRPAAVQSCEGQDCLS IWEASEWSQCSASCGKGVWKRTVACTNSQGKCDASTRPRAEEACEDYSGCYEWKTGDWSTCSSTCGKGLQSRVVQCMHKVTG

pid 1081 . 1 . . . . : . 1 1170
A mexicanum  100.0% RHGNECSAMTKPAAYRQCHQDACNEKINANTITSPRLAALTYKCAGDQWTVYCRVIQQKDLCQDMRWYQRCCQTCRDFYANKLQHQS—-
Humano 70.9% RHGSECPALSKPAPYRQCYQEVCNDRINANTITSPRLAALTYKCTRDQWTVYCRVIREKNLCQDMRWYQRCCQTCRDFYANKMRQPPPNS

Figura 8. Representacion del alineamiento global de la secuencia de residuos de aminoacidos del
inmundgeno del anticuerpo anti-ADAMTS17 Q12 con la de la proteina ADAMTS17 de A. mexicanum.
Del lado izquierdo se muestra el porcentaje de identidad (pid) entre la secuencia de residuos de aminoacidos
de A. mexicanum y del inmundgeno del anticuerpo.

6.6.2. Cultivo celular

Para los ensayos de Western blot se emplearon las lineas celulares MCF-7, MDA-231,
HEK-293 y SK-OV-3, las cuales se cultivaron con las condiciones descritas en la tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones empleadas para el cultivo de lineas celulares

Linea celular Origen Medio de cultivo

MCF-7 Adenocarcinoma de la glandula mamaria.

MDA-MB-231 | Adenocarcinoma de la glandula mamaria. | DMEM/F-12 adicionado

con 10% de suero fetal

SK-OV-3 Adenocarcinoma de ovario. bovino.

HEK-293 Higado.

* Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37°C con 5% de CO,.

6.6.3. Extraccion de proteinas empleadas para los ensayos de Western blot

En los ensayos de Western blot se emplearon extractos de proteinas totales del tejido del
autopodio de A. mexicanum de 8 meses de edad y de las lineas celulares mencionadas en la
tabla 3. El tejido del autopodio se emple6 debido a que la cantidad de tejido es mayor que
la del blastema, lo cual facilita la extraccion de las proteinas. MCF-7 se utilizoé porque la
proteina ADAMTSI17 se ha identificado previamente en esta linea celular (78), mientras
que HEK-293, MDA-231 y SK-OV-3 se incluyeron debido a su disponibilidad en el
laboratorio, ademas de acuerdo a la base de datos The Cancer Cell Line Encyclopedia estas
lineas celulares expresan en mayor medida al gen ADAMTS17 en comparacion con otras
lineas celulares (Figura 9).
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Figura 9. Histograma que muestra la expresion del gen ADAMTS17 en distintas lineas celulares
neoplasicas. La expresion del gen se muestra segin el niimero de transcritos por millon (n'TPM) obtenidos
mediante RNA-Seq. Las lineas celulares empleadas en este trabajo estdn sefialadas con una estrella. Esta
imagen se obtuvo de la base de datos The Human Protein Atlas
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000140470-ADAMTS17/cell+line).

Los extractos de proteinas totales se obtuvieron con buffer RIPA (50 mM NaCl, 50 mM
NaF, 12 mM desoxicolato de sodio, 3.5 mM dodecil sulfato de sodio, 1.6 mM EDTA, 1
mM EGTA, 50 mM Tris-HCI, 16.5 mM Triton X-100, 1 mM ortovanadato de sodio) y
fueron cuantificados mediante el método de Bradford con Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad,
No. catalogo: #500-0006). Los extractos fueron separados mediante electroforesis, en
condiciones desnaturalizantes, en geles de poliacrilamida-bisacrilamida al 10% a un voltaje
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de 100 V por una hora y treinta minutos. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a
una membrana de PVDF mediante transferencia semi-seca durante 1 hora a 20 V. La
membrana se bloqued por 1 hora a temperatura ambiente con leche baja en grasa al 6% en
TBS-Tween 0.05% y se incubo6 con los siguientes anticuerpos primarios durante una noche
a 4°C: ADAMTSI17 (1:750, Q-12 Santa Cruz Biotechnology, No. catalogo: sc-100480) y
B-actina (1:2000, Santa Cruz Biotechnology, No. catalogo: sc-47778) (Anexo 12.2).
Finalmente, el anticuerpo secundario se incubd durante una hora a temperatura ambiente
(1:15000, Santa Cruz Biotechnology, No. catalogo: sc-2005).

6.6.4. Inmunohistoquimica

Como un segundo método para la estandarizacion del anticuerpo anti-ADAMTS17, se
empleo el método de inmunohistoquimica. El procesamiento de los tejidos y el protocolo de
inmunohistoquimica se realizd en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) bajo la
supervision del Dr. Carlo César Cortés Gonzélez. Como control se incluyeron tejidos de
higado de A. mexicanum CIBAC del CIBAC y de humanos del INcan embebidos en
parafina, ya que, segun la informacion obtenida de la pagina The Human Protein Atlas
(https://www.proteinatlas.org/) el higado es el segundo tejido con mayor expresion del gen
ADAMTS17 (Figura 10). Ademds, se ha identificado la presencia de la proteina
ADAMTSI17 en este tejido. (78).

nTPM
124

Figura 10. Histograma que muestra la expresion del gen ADAMTS17 en distintos tejidos de humanos.
Se muestra la expresion consenso del gen segiin el nimero de transcritos por millon (n'TPM) obtenidos
mediante RNA-Seq de distintos tejidos de humanos. Esta imagen se obtuvo de la base de datos The Human
Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000140470-ADAMTS17/tissue).

Del tejido de higado de humano y de A. mexicanum embebidos en parafina, se realizaron
cortes de 5 pm en un microtomo (Hyrax M25, ZEISS). Los cortes de tejido fueron
montados en portaobjetos cargados Ultracruz® Microscope Slides positive charge (Santa
Cruz Biotechnology), posteriormente se realizd la inmunohistoquimica con el equipo
BenchMark GX (Roche) perteneciente al INCan, el cual realiza un procedimiento
automatizado de inmunohistoquimica para diagndstico clinico. El procedimiento consiste
en: 1) eliminar la parafina de los tejidos al calentar los portaobjetos a 76 °C; 2) recuperar el
antigeno a 100°C; 3) inhibir a las peroxidasas endogenas del tejido, para evitar la oxidacion
del cromogeno; 4) incubacion del anticuerpo primario durante 32 minutos a temperatura
ambiente. Los anticuerpos empleados fueron: ADAMTS-17 (1:250, Q12 Santa Cruz
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Biotechnology, No. catdlogo: sc-100480) y B-actina (1:2000, Santa Cruz Biotechnology,
No. catadlogo: sc-47778), diluidos en TBS-Tween 1x con leche baja en grasa al 1x; 5)
incubacion del anticuerpo secundario por 8 minutos; 6) incubaciéon con el cromogeno
diaminobencidina por 8 minutos. Posteriormente para marcar los nucleos celulares, se
realizé una tincion con hematoxilina por 5 minutos, el exceso de hematoxilina fue lavado
con agua corriente y etanol al 96%. Por ultimo se realiz6 un tratamiento de carbonato de
litio por un minuto para cambiar el color pirpura de la hematoxilina a un color azul. Los
portaobjetos se observaron con el microscopio Optico en campo claro (AxioScan Z1,
ZEISS) de la Unidad de Microscopia del INCan.
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7. Resultados

7.1. Identificacion del promotor tentativo de los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7'y
Cthrel.l

Hasta donde sabemos, los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l no han sido
caracterizados en A. mexicanum, por lo que se desconocen los elementos de regulacion
transcripcional relacionados con estos genes. Es por ello que en este trabajo se identificaron
de manera bioinformatica a los promotores tentativos de los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7
y Cthrcl.l en A. mexicanum. Para ello en la region entre los 1000 pb rio arriba y rio abajo
del TSS de cada gen se realiz6 la busqueda de islas CpG, ademas se evaluo el
enriquecimiento de la marca de histonas H3K4me3 en el autopodio y el blastema a los 13
dpa (17). Dado que en mamiferos los genes con expresion constitutiva suelen tener
promotores con alta densidad de islas CpG (84), se incluyo6 el gen Gapdh de A. mexicanum
como control positivo para validar el método de busqueda de islas CpG. Como
esperabamos, se observo que el gen Gapdh presenta una isla CpG alta que co-localiza con
el enriquecimiento de H3K4me3 (Tabla 4), lo que confirma que el método empleado
permite identificar in silico las islas CpG.

Tabla 4. Enriquecimiento de la marca de histonas H3K4me3 y tipo de islas CpG en el
promotor de los genes Gapdh, Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7'y Cthrcl.l de A. mexicanum

Gen Enriquecimiento Isla CpG
de H3K4me3 en el
autopodio y Longitud | %GC Isla CpG
blastema a los 13 (pb)
dpa
Gapdh Si 1970 56.45 Si
Adamts17.1 Si 1100 57.91 Si
Fstll Si 650 58.15 Si
Gpx7 Si 980 53.93 Si
Cthrel .l No - - No

Para el caso de los genes Adamtsi7.1, Fstll y Gpx7 se identificaron islas CpG. Estos genes,
también presentaron enriquecimiento de la marca de histonas H3K4me3 en el autopodio y
el blastema a los 13 dpa, el cual co-localiza con las islas CpG de cada gen. Por el contrario,
en el gen Cthrcl.l no se identificaron islas CpG, mientras que su enriquecimiento en
H3K4me3 fue nulo en el blastema a los 13 dpa y minimo en el autopodio, en comparacién
con Adamtsl7.1, Fstll y Gpx7 (Tabla 4 y Anexo 12.4). Esto sugiere que Cthrcl.l no
presenta un enriquecimiento significativo de H3K4me3 en la region analizada, sin
embargo, es posible que esta marca postraduccional se localice en regiones mas distales al
TSS (88). A partir de estos resultados, la region donde se observé la co-localizacion entre
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islas CpG y el enriquecimiento de H3K4me3 en Adamtsl7.1, Fstll y Gpx7 se considero
como el promotor tentativo de estos genes. Por el contrario, dado que en Cthrcl.l no se
identificaron islas CpG ni enriquecimiento de H3K4me3, se consideré6 como promotor
tentativo a la region comprendida entre los 1000 pb rio arriba y rio abajo del TSS.

7.2. Los factores de transcripcion con motivos de union en el promotor de los
genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7'y Cthrcl.l

Una vez identificados los promotores tentativos de Adamts17.1, Fstll, Gpx7'y Cthrcl.l, nos
cuestionamos sobre qué factores de transcripcion pudieran estar relacionados con la
regulacion transcripcional de estos genes. Para resolver esta pregunta se realizd una
busqueda de los motivos de unién para TF en el promotor tentativo de estos genes mediante
un abordaje in silico. A partir de este andlisis, se encontraron 16 motivos de unidén en
Adamtsl7.1, 14 para Fstll, 13 en Gpx7'y s6lo 3 para Cthrcl.l (Figura 11).
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Figura 11. Caracterizacion in silico de los motivos de unién para factores de transcripcién en el
promotor de los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l de A. mexicanum. Se muestran los dinucleo6tidos
CpG (rectangulos en color negro) y la isla CpG (linea horizontal en color negro) en la regién comprendida
entre los 1000 pb rio arriba y rio abajo del TSS de cada gen. Ademas, se muestran los motivos de union para
TF en la isla CpG del promotor de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7. En el caso de Cthrcl.l, la busqueda de los
motivos de union se realizo entre los 1000 pb rio arriba y rio abajo a partir del TSS. Los motivos de unién
encontrados en la region promotora son aquellos con un valor de p ajustado < 0.001.

De los TF con motivos de union en el promotor de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l,
destacan aquellos que estan relacionados con el proceso de desarrollo en vertebrados, como
los TF de la familia Hox ( HOXB9 y HOXC9) (89), aquellos de la familia ZNF (ZNF93,
ZNF460, ZNF460, ZNF530 y ZNF701) (90), asi como TBX3 (90-92). El TF POU2F2,
también pertenece a la familia POU de TF relacionados al proceso de desarrollo de diversos
organismos (93), incluyendo a 4. mexicanum (94). También vale la pena mencionar a los
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TF que estan relacionados con mecanismos epigenéticos, como PRDM9 que funciona como
una metiltransferasa encargada del establecimiento de las marcas de histonas H3K4me3 y
H3K36me3 (95) y CTCF que participa en la organizacion tridimensional de la cromatina
(96). En conjunto, estos resultados brindan informacion sobre los elementos de regulacién
transcripcional que podrian estar asociados a los cambios transcripcionales de Adamts17.1,
Fstll, Gpx7y Cthrcl.l en el proceso de regeneracion del autopodio de A. mexicanum.

7.3. Evaluacion de la expresion de los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7'y Cthrcl.l
en blastemas formados a los 10 y 20 dpa durante la regeneracion del autopodio
de A. mexicanum de 8 meses de edad

Resultados reportados por nuestro grupo de trabajo sugieren que durante la regeneracion
del autopodio de 4. mexicanum de 8 meses de edad, Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7'y Cthrcl.l se
sobreexpresan en el blastema a los 10 dpa en comparaciéon con el autopodio (3). Para
analizar los cambios de expresion de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l durante el proceso
de regeneracion, nos enfocamos en el periodo de los 9 a los 24 dpa, cuando el blastema
presenta la mayor cantidad de cambios transcripcionales (4,54). Es por ello que en este
trabajo se evalu6 la expresion de estos genes en el blastema a los 10 y 20 dpa del autopodio
de organismos de 8 meses de edad mediante RT-qPCR.

En nuestro analisis, el autopodio representa la condicion basal en la que no se esperan
cambios en la expresion de cada gen (2%“=1). Por el contrario, en comparacion con el
autopodio, en el blastema a los 10 dpa la expresion de Adamtsi7.1 es significativamente
mayor, mientras que la expresion de Fstll y Gpx7 es significativamente menor. Por otro
lado, la expresion de Cthrcl.l no muestra cambios significativos (Figura 12). Al evaluar
estos genes en el blastema a los 20 dpa respecto al autopodio, encontramos que
Adamts17.1y Fstll presentan una expresion significativamente menor, mientras que Gpx7 y
Cthrcl.l tienden a disminuir, aunque no de forma significativa (Figura 12). Estos
resultados sugieren que la expresion de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 cambia en respuesta a la
amputacion del autopodio, particularmente la expresion de Fist/l y Gpx7 tiende a disminuir
en el blastema, mientras que la expresion de Adamtsi7.1 en el blastema a los 10 dpa es
opuesta a su expresion en el blastema a los 20 dpa.
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Figura 12. Histogramas que muestran la expresion relativa de los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y
Cthrcl.l en el blastema a los 10 y 20 dpa, asi como en el autopodio de organismos de 8 meses y de 8 afios
de edad. La expresion de cada gen en el blastema a los 10 (n=5) y 20 dpa (n=5), al igual que el autopodio de
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los organismos de 8 afios (n=2) es relativa a su expresion en el autopodio de los organismos de 8 meses. En
todos los casos, cada barra representa el promedio de tres replicados técnicos para cada réplica biologica. Se
muestra el error estandar de la media. Prueba Mann-Whitney: *p<0.033, ***p<0.001.

7.4. Evaluacion de la expresion de los genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7y Cthrcl.l
en el autopodio de A. mexicanum de 8 meses y 8 afnos de edad

Previamente nuestro equipo de trabajo ha propuesto que los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7
v Cthrel.l podrian ser clave durante la regeneracion del autopodio de A. mexicanum, pues
estos genes se sobreexpresan en el blastema a los 10 dias dpa en organismos de 8 meses y
se subexpresan en el autopodio de organismos de 8 afios, ambos en comparacién con su
expresion en el autopodio de organismos de 8 meses (3). A partir de estos antecedentes, en
este trabajo evaluamos las diferencias en la expresion basal de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y
Cthrcl.l entre estos organismos, por lo que analizamos su expresion en el autopodio de los
organismos de 8 meses y 8 afios de edad mediante RT-qPCR.

Los resultados muestran que, la expresion de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l es
significativamente menor en el autopodio de los organismos de 8 afios en comparacion con
el de los organismos de 8 meses (Figura 12). Estos resultados sugieren que la expresion
basal de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el autopodio no mantiene la misma
tendencia en organismos de distintas edades, por el contrario, tiende a disminuir en el
autopodio de 4. mexicanum de 8 afos, los cuales de manera interesante no presentaron
regeneracion.

7.5. Evaluacion de la proteina ADAMTS17 en el autopodio de A. mexicanum

Debido a que encontramos que la expresion del gen Adamtsi7.1 en el blastema de 10 dpa
es opuesta a su expresion al blastema de 20 dpa, decidimos explorar los cambios en el
enriquecimiento de la proteina ADAMTSI17 en las extremidades de A. mexicanum de 8
meses de edad y los blastemas de 10 y 20 dpa mediante Western Blot e
inmunohistoquimica. Sin embargo, esto representd algunos retos técnicos que fueron
dificiles de abordar. Uno de ellos, es que en el mercado no hay anticuerpos disponibles
cuyo inmundgeno provenga de la proteina ADAMTS17 de 4. mexicanum. Por el contrario,
los tUnicos anticuerpos disponibles y a los que tuvimos acceso, reconocen a la proteina
ADAMTSI17 de humanos. Tal es el caso del anticuerpo empleado en este trabajo (Q-12
Santa Cruz Biotechnology, No. catidlogo: sc-100480), por lo que primero evaluamos el
anticuerpo en lineas celulares y tejidos humanos que sobreexpresan el gen ADAMTSI7
(Figura 9 y 10), ademas de incluir algunos tejidos de 4. mexicanum.

En humanos, la proteina ADAMTS17 es secretada a la ECM donde es hidrolizada, por lo
que su identificacion mediante Western blot se caracteriza por la presencia de dos bandas:
una banda con una masa molecular de 160 kDa y otra de 102.9 kDa (97,98). En las lineas
celulares de cancer de mama no se observo sefial, mientras que en el tejido del autopodio de
A. mexicanum se identificaron varias bandas: una banda con una masa molecular de 185
kDa y bandas inespecificas por debajo de los 100 kDa (Figura 13a). Debido a que no se
observaron las bandas correspondientes a ADAMTS17 en las lineas celulares y a que la
sefial en el autopodio era débil, se decidié incrementar la cantidad de proteina evaluada.
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El incremento de la cantidad de proteina resulto en la identificacion de un mayor nimero de
bandas en el tejido del autopodio. Particularmente, la banda con una masa molecular de
aproximadamente 40 kDa presentd el mayor enriquecimiento. En los modelos celulares, el
incremento de la cantidad de proteina permitidé observar seial; los modelos celulares de
cancer de mama (Figura 13b) presentaron un mayor nimero de bandas en comparacion con
los modelos celulares de higado y de cancer de ovario (Figura 13c). Al igual que en el
autopodio de A. mexicanum, en todos los modelos celulares la banda con el mayor
enriquecimiento tiene una masa molecular de aproximadamente 40 kDa, lo cual no
concuerda con la masa molecular esperada para la proteina ADAMTSI17 a partir de su
secuencia de residuos de aminoacidos de A. mexicanum (123.43 kDa) o a la masa molecular
reportada para la proteina de humano (160 kDa) (97,98).
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Figura 13. Western blot para la evaluaciéon del anticuerpo anti-ADAMTS17 en el autopodio de A.
mexicanum de 8 meses de edad y lineas celulares de humanas. a) Evaluacion de la proteina ADAMTS17
en extractos totales de proteinas del tejido del autopodio de 4. mexicanum y de lineas celulares de cancer de
mama (MDA-MB-231 y MCF7). b,c) Evaluacion de la proteina ADAMTSI17 con diferentes cantidades
proteinas totales del autopodio, de lineas celulares de cancer de mama, de higado (HEK-293) y de cancer de
ovario (SK-OV-3).

Adicionalmente, empleamos la técnica de inmunohistoquimica para evaluar la presencia de
la proteina ADAMTS17 en A. mexicanum. Como control positivo empleamos el tejido de
higado humano, dado que este tejido presenta una alta expresion del gen ADAMTSI7
(Figura 10) y la proteina ha sido identificada en este tejido (78). A pesar de esto, no se
observaron cambios en la sefial de ADAMTSI17 en el higado humano respecto al control
negativo (Figura 14a y c), por lo que se podria decir que no se identific6 a ADAMTS17 en
este tejido.

La ausencia de sefial en el higado humano podria deberse a errores técnicos. Para descartar
esta posibilidad, evaluamos la expresion de la proteina [-actina, la cual presentd
enriquecimiento en el citoplasma respecto al control negativo (Figura 14b y c). Estos
resultados descartan que la ausencia de sefial para ADAMTS17 en el higado humano se
debe a errores técnicos. Como una primera aproximaciéon para la evaluacion de la proteina
ADAMTSI17 de A. mexicanum, también se empled el tejido de higado. En el higado de 4.
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mexicanum tampoco se observd que la sefial de ADAMTS17 fuese mayor respecto al
control negativo (Figura 14d y f), mientras que [-actina mostr6 enriquecimiento
citoplasmadtico al igual que en el tejido de humano (Figura 14e). Estos resultados descartan
la posibilidad de errores técnicos en la deteccion de ADAMTSI17.
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Figura 14. Micrografias de inmunohistoquimica para la evaluaciéon de la presencia de la proteina
ADMTS17 en el tejido de higado de humano y de A. mexicanum. a) y d) Control negativo, donde el
anticuerpo primario no se incluyo. b) y d) Deteccion de B-actina. c) y f) Deteccion de ADAMTS17.
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8. Discusion

A. mexicanum ha llamado la atencidon de la comunidad cientifica ya que este organismo
tiene la capacidad de regenerar diversos organos internos y extremidades completas (1).
Debido a esto se ha convertido en el principal modelo para el estudio del proceso de
regeneracion tisular y se ha descrito que el proceso involucra la formacion del epitelio de
herida, de la capa epitelial apical y del blastema (39). El blastema ha recibido especial
atencion, ya que es una estructura formada por células indiferenciadas con alta capacidad
proliferativa a partir de la cual se regeneran los tejidos y estructuras perdidas (5,39), por
esta razon, los estudios sobre regeneracion tisular se han enfocado en la evaluacion del
blastema. A pesar de que A. mexicanum es uno de los vertebrados con la mayor capacidad
de regeneracion tisular como adulto (1), esta capacidad disminuye con la edad, por ejemplo,
la capacidad para regenerar el cristalino se pierde al final de la etapa larval (99,100). Esto
también se ha reportado durante la regeneracion de extremidades, cuando se amputa la
misma extremidad cinco veces de manera consecutiva y a medida que el organismo
envejece, el blastema deja de formarse e impide la regeneracion de la extremidad (8).

Por este motivo, se ha propuesto que estudiar organismos que pierden la capacidad de
regeneracion tisular podria aportar informacion clave sobre los elementos esenciales para
este proceso (5). En este contexto, previamente nuestro grupo de trabajo analizé las
diferencias transcriptomicas entre 4. mexicanum de 8 meses de edad, que regeneran el
autopodio, y organismos de 8 afios, que no presentan regeneracion. Mediante analisis de
expresion diferencial, identificamos que los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7'y Cthrcl.l estan
sobreexpresados en el blastema a los 10 dpa en comparacion con el autopodio de
organismos de 8 meses. En contraste, estos genes estan subexpresados en el autopodio de
organismos de 8 afios (3). Estos hallazgos sugieren que Adamts17.1, Fstll, Gpx7'y Cthrcl.l
podrian desempefiar un papel crucial en la regeneracion de extremidades en 4. mexicanum

3).

En este trabajo, se retoman los antecedentes sobre la sobreexpresion de Adamtsi7.1, Fstll,
Gpx7'y Cthrcl.l en el blastema de 10 dpa (3) para evaluar los cambios en la expresion de
estos genes en distintas etapas del proceso de regeneracion del autopodio. Para ello,
analizamos la expresion de Adamts17.1, Fstll, Gpx7y Cthrcl.l en el blastema a los 10 y 20
dpa en organismos de A. mexicanum de 8 meses, ya que estas etapas representan etapas
clave del proceso de regeneracion (37,55).

8.1. Los cambios en la expresion de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l durante
el proceso de regeneracion del autopodio de A. mexicanum de 8 meses de edad

Los cambios en la expresion de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.]l en el blastema de 10y
20 dpa durante la regeneracion del autopodio en A. mexicanum de 8 meses de edad, se
pueden explicar mediante los cambios transcripcionales relacionados a los procesos
celulares caracteristicos de las distintas etapas del blastema. Durante la regeneracion de
extremidades, el blastema presenta cambios morfoldgicos y transcripcionales, lo que
permite clasificarlo en dos etapas: blastema temprano y blastema tardio. Se ha sugerido que
cada etapa del blastema se puede delimitar en dias especificos, sin embargo, los periodos
temporales de cada etapa varian entre estudios, por lo que no existe un consenso al respecto
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(5,20,101-103). A pesar de las discrepencias, se ha propuesto que el blastema de 10 dpa
representa la etapa temprana y el de 20 dpa la etapa tardia (102).

En nuestro trabajo, observamos que la expresion de Adamts17.1 fluctua entre el blastema
temprano y tardio. Considerando que se ha propuesto que en 4. mexicanum este gen
codifica para una metaloproteasa de ECM (3), el incremento de su expresion en el blastema
de 10 dpa en comparacion con el autopodio, concuerda con los reportes realizados por otros
estudios que sugieren que en el blastema temprano ocurre una extensa remodelacion de la
ECM e incremento de la expresion de genes codificantes para metaloproteasas de ECM,
como Mmp8 y Mmpl3 (32,35,37). Por el contrario, la disminucion expresion de
Adamtsl7.1 en el blastema de 20 dpa coincide con hallazgos anteriores que indican que en
el blastema tardio ocurren cambios transcripcionales relacionados al restablecimiento de la
ECM (33,37). En conjunto, nuestros resultados sugieren que la expresion de Adamtsi7.1
podria estar relacionada con la transicion del blastema temprano al tardio y resaltan la
relevancia de los elementos de ECM en el proceso de regeneracion del autopodio de A.
mexicanum.

En contraste con la fluctuacion en la expresion de Adamts17.1 entre el blastema de 10 y 20
dpa, observamos que la expresion de Gpx7 disminuyd en ambas condiciones. Debido a que
Gpx7 codifica para una peroxidasa en A. mexicanum (Del Moral-Morales et al. 2024), cuyo
homologo en otras especies participa en la reduccion de H2O: (104), su menor expresion en
el blastema de 10 y 20 dpa es consistente con estudios previos que han reportado un
incremento en los niveles de ROS desde el blastema temprano hasta el blastema tardio
durante la regeneracion de extremidades en A. mexicanum (30,105,106). En conjunto, estos
hallazgos sugieren que Gpx7 podria estar relacionado con las ROS durante la regeneracion
del autopodio.

Por otro lado, los cambios en la expresion de Fstll en el blastema de 10 y 20 dpa podria
estar relacionada con la activacion de la via de sefializacion de BMP (bone morphogenetic
protein), ya que el homodlogo codificado por Fst/l evita la activacion de esta via de
sefalizacion (63). Considerando el papel de Fstll como un regulador negativo de la via de
BMP, la disminucion de la expresion de Fis#/] en el blastema de 10 y 20 dpa observada en
nuestro trabajo es consistente con reportes anteriores que indican que la sefializacion de
BMP se encuentra activa desde el blastema temprano hasta la formacion de los digitos (48).
Por otro lado, la expresion de Cthrcl.l no mostréd cambios significativos en el blastema a
los 10 y 20 dpa; sin embargo, esto no descarta su posible relevancia en la regeneracion.
Esta idea se respalda en la diferencia de expresion de Cthrcl.l entre organismos de 8 meses
y 8 afios. Por el contrario, su expresion podria experimentar cambios significativos en
etapas distintas a las evaluadas en este trabajo.
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8.2. Las diferencias en la expresion de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 'y Cthrcl.l en el
autopodio de A. mexicanum de 8 meses versus 8 afios de edad

El anélisis de la expresion de Adamtsi17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el autopodio de A.
mexicanum de diferentes edades, reveld una disminucion significativa en la expresion de
estos genes en los organismos de 8§ afos, en contraste con una mayor expresion observada
en los organismos de 8 meses. Este patron podria sugerir que los organismos de mayor
edad, presentan una deficiencia en la expresion basal de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 'y
Cthrcl.l en el autopodio, lo que podria estar relacionado con la incapacidad para formar
un blastema, y en ultima instancia con la pérdida de su capacidad regenerativa. Esta
propuesta se fundamenta en la relacién de los homdlogos de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7'y
Cthrcl.l con la ECM (98), las vias de sefializacion de BMP (77) y TGF-B (64), asi como
con los niveles de ROS, especificamente de H,O, (104).

En estudios en los que 4. mexicanum pierde la capacidad de regenerar extremidades debido
a la induccion de la metamorfosis, se ha observado una desregulacidon en la expresion de
elementos de la ECM (36). Esta desregulacion incluye  sobreexpresion de genes
codificantes para queratinas (Krt6a) y la subexpresion de genes codificantes para
metaloproteasas de la ECM (Mmp9). Dado que Adamtsl7.1 codifica para una
metaloproteasa de la ECM (3) y su homologo en mamiferos esta relacionado con la
secrecion de proteinas clave, como la fibrilina I, fibronectina y colagena I hacia la ECM,
(98), la disminucion de la expresion de este gen en el autopodio en organismos de 8 afios
podria estar asociada con una alteracion similar. Esto coincide con los patrones de
desregulacion en la ECM descritos en A. mexicanum metamorficos (3), sugiriendo un
vinculo entre la expresion de Adamtsi7.1y la capacidad regenerativa en esta especie.

Por otro lado, la deficiencia en la expresion Gpx7 observada en los organismos de 8 afios
podria tener un impacto negativo en la regeneracion del autopodio. E1 homologo de Gpx7
en mamiferos estd implicado en la regulacion de los niveles de H,O, (104), y se ha
reportado que la alteracion de esta especie reactiva de oxigeno durante la regeneracion
extremidades y del apéndice caudal impide la formacioén del blastema en A. mexicanum
(30,105). Adicionalmente, los homologos de Fist/1 y Cthrcl.l estan asociados con las vias
de senalizacion BMP y TGF-f, respectivamente, las cuales son fundamentales para la
regeneracion de extremidades, especificamente al alterar el proceso de esqueletogénesis en
A. mexicanum (48,70,74). Estos hallazgos refuerzan la hipdtesis de que la reduccion en la
expresion de Fstll y Cthrcl.l en organismos de mayor edad podria contribuir a la pérdida
de capacidad regenerativa al desregular vias clave para la formacion de estructuras oseas.

8.3. Los elementos de regulacion transcripcional en el promotor tentativo de
Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l

A partir de los cambios en la expresion de Adamtsi7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l durante el
proceso de regeneracion del autopodio, surgen interrogantes sobre los mecanismos
subyacentes que podrian estar involucrados en la regulacion transcripcional de estos genes.
Por ejemplo, la region cercana al TSS de Cthrcl.l no presentd una isla CpG y
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enriquecimiento de H3K4me3, por lo que, no se puede decir con seguridad que su promotor
tentativo es la regiéon comprendida entre los 1000 pb rio arriba y rio abajo. Por el contrario
es posible que estos elementos se encuentren en regiones mas alejadas al TSS, donde se
pueden localizar promotores distales (88). Por otro lado, nuestro grupo de trabajo observé
previamente que la modificacion postraduccional de histonas H3K4me3 podria regular los
cambios en la expresion de Adamtsi7.1, pues el enriquecimiento de esta modificacion
postraduccional en el blastema de 10 incrementa en comparacion con el blastema de 20 dpa
(107). A partir de estos antecedentes, surge la interrogante sobre si H3K4me3 también
podria estar relacionada con la regulacion transcripcional de Fist/1, Gpx7 y Cthrcl.l, por lo
que seria interesante analizar el enriquecimiento de H3K4me3 en estos genes en el
blastema de 10 y 20 dpa.

En linea con lo anterior, en nuestro analisis de motivos de unidn identificamos la presencia
del motivo de PRDM9 en los promotores de Adamtsl7.1, Fstll y Gpx7. PRDM9 es una
metiltransferasa clave en el establecimiento de las marcas epigenéticas H3K4me3 y
H3K36me3 (108). Aunque la presencia de este motivo no establece una relacion directa con
la ocupacion del promotor, sugiere que estos genes podrian estar implicados en un
mecanismo de regulacion epigenética mediado por modificaciones postraduccionales de
histonas. Este hallazgo cobra especial relevancia en el caso del promotor tentativo de
Adamtsi7.1, en el cual se observa un cambio en el enriquecimiento de H3K4me3 en el
blastema a los 10 y 20 dpa (107), lo que sugiere que las modificaciones de histonas podrian
estar relacionadas con la regulacion de la expresion de este gen durante el proceso de
regeneracion.

Asimismo, los motivos de union para factores de transcripcion (TF) en el promotor de los
genes Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l estan relacionados con procesos de desarrollo,
como la formacidn de estructuras anatomicas y la morfogénesis embrionaria. Tal es el caso
de los motivos de unién para los TF de la familia ZNF (ZNF93, ZNF460, ZNF460,
ZNF530 y ZNF701); los TF de esta familia actian como represores transcripcionales de
elementos transponibles (90) y regulan la expresion de genes de totipotencialidad (como
Oct4 y Pax3) durante el desarrollo (109). En el promotor del gen Adamts17.1 también se
encontrd el motivo de union para CTCF y TBX3; TBX3 es indispensable para la formacion
de las estructuras distales de las extremidades en modelos murinos en desarrollo (92),
mientras que CTCF tiene funciones epigenéticas relacionadas con la estructura
tridimensional de la cromatina y con el proceso de desarrollo (96). La presencia del motivo
de unioén de CTCEF resalta, ya que es otro factor epigenético identificado en este analisis que
no ha sido evaluado en el proceso de regeneracion tisular de 4. mexicanum.

El promotor del gen Gpx7 presenta motivos de union para TF de la familia HOX, los cuales
estan involucrados en el desarrollo de las extremidades de mamiferos (110) y anfibios,
incluyendo A. mexicanum (91). En Gpx7 se encontraron los motivos para los TF HOXB9 y
HOXC(C9, los cuales estan involucrados en el establecimiento de la identidad anterior y
posterior de las extremidades en las aves (89), pero que no han sido estudiados en el
proceso de regeneracion de extremidades de 4. mexicanum. Por otro lado, en el promotor
de Cthrcl.l se identificaron motivos de unidon para TF de la familia POU, los cuales estan
conservados en distintas especies, incluyendo al pez cebra y ranas (93). POU2F llama la
atencion, pues se ha identificado a su gen homologo en A. mexicanum, el cual se nombro
como AxoPou2. Se ha propuesto que AxoPou?2 podria participar en el desarrollo de A.
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mexicanum, ya que se expresa en las capas germinales y podria ser un candidato relevante
para el mantenimiento del potencial pluripotente de células troncales (94).
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9. Conclusiones

1.

La diferencia en la expresion de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l entre
individuos de A. mexicanum de 8 meses y 8 afios de edad, sugiere que estos genes
podrian desempefiar un papel clave en la regeneracion del autopodio.

El comportamiento transcripcional de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l en el
blastema a los 10 y 20 dpa coincide con las etapas en las que ocurren procesos
celulares relacionados con la ECM, la respuesta al estrés oxidativo y la
morfogénesis.

La caracterizacion in silico sugiere que el comportamiento transcripcional de
Adamts17.1, Fstll, Gpx7 'y Cthrcl.l podria ser regulado por factores
transcripcionales asociados a procesos bioldgicos clave, como el desarrollo y
mecanismos epigenéticos.

Los hallazgos de este trabajo constituyen un punto de partida para una evaluacion
detallada de los elementos de regulacion transcripcional de Adamts17.1, Fstll, Gpx7
y Cthrcl.l, asi como de su papel en el proceso de regeneracion del autopodio de 4.
mexicanum.
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10. Limitaciones del estudio

1.

A partir de la evaluacion transcripcional de Adamtsl7.1, Fstll y Gpx7, se propuso
que estos genes podrian ser relevantes para la regeneracion del autopodio. No
obstante, atin se requiere evidencia experimental para confirmar esta hipotesis. En
este sentido, estudios futuros sobre la manipulacion de la expresion de Adamtsi7.1,
Fstll y Gpx7 in vivo o in vitro durante el proceso de regeneracion permitirian
validar su papel.

La expresion de Cthrcl.l no mostrd cambios significativos en el blastema a los 10 y
20 dpa; sin embargo, esto no descarta su posible relevancia en la regeneracion. Esta
idea se respalda en la diferencia de expresion de Cthrcl.l entre organismos de 8
meses y 8 afos. Es posible que, para detectar cambios en su expresion, sea
necesario evaluarla en funcion del tiempo a lo largo del proceso de regeneracion,
por ejemplo, en blastemas formados antes de los 10 dpa, después de los 20 dpa o en
un punto intermedio entre ambos dias.

La identificacion de la region promotora tentativa de Cthrcl.l es compleja debido a
la informacioén limitada sobre los elementos de regulacion transcripcional en el
genoma de A. mexicanum. Solo algunos estudios han evaluado elementos
comunmente asociados a promotores, como la modificaciones postraduccionales de
H3K4me3. Sin embargo, Cthrcl.l no presentd enriquecimiento de esta marca
postraduccional ni la presencia de islas CpG en la region cercana al TSS. Aun asi,
es posible que estos elementos se encuentren en regiones mas distales, donde
podrian localizarse promotores relacionados con la regulacion de Cthrcl.l

En este trabajo también se encontré evidencia de factores transcripcionales que
podrian estar involucrados en la regulacion de Adamts17.1, Fstll, Gpx7 'y Cthrcl.l.
Sin embargo, dado que estos resultados provienen de un andlisis in silico, es
necesario validar la region promotora de cada gen y la union de las proteinas a estas
secuencias.
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11. Perspectivas

Dado que se observaron cambios en la expresion de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l
durante la regeneracion del autopodio de A. mexicanum de 8 meses de edad, estudios
posteriores podrian ser valiosos  para evaluar si la abundancia de las proteinas
ADAMTSI17, FSTL1, GPX7 y CTHRCI corresponde con los niveles de los transcritos en
el blastema de 10 y 20 dpa. Este analisis podria realizarse mediante métodos de
inmunodeteccion como Western blot e inmunohistoquimica con anticuerpos especificos.

Por otro lado, si bien la evaluacion transcripcional de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l
permitio caracterizar los cambios en su expresion durante la regeneracion del autopodio, su
efecto biologico no fue evaluado. Determinar este efecto podria ser clave para dilucidar el
papel de estos genes en dicho proceso. Como una primera aproximacion, seria valioso
realizar experimentos en los que se inhiba la expresion de Adamtsl7.1 y se sobreexpresen
Gpx7, Fstll y Cthrcl.l, con el fin de evaluar su impacto en procesos celulares
fundamentales para la regeneracion, como la migracion celular y la regulacion de los
niveles de H,O,. Para esto seria valioso la creacion de una linea celular primaria de
fibroblastos del autopodio de A. mexicanum.
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12. Anexos

12.1. Método en extenso para la extraccion de ARN de muestras de tejido de
autopodio y de blastema
1. Retirar el tejido del RNalater y pesar.
Nota:
=> Para la extremidad de 0.10 g a 0.20 g de tejido son suficientes. Para el
blastema usa todo el tejido.
=> Procurar que el tejido no tenga exceso de RNalater o en la precipitacion se
formardn “burbujas” que disminuyen la calidad del ARN. El exceso se
puede eliminar al colocar el tejido sobre una superficie (caja de petri) y con
una micropipeta se succiona el RNalater.
=> Todo el procedimiento debe realizarse en frio.
2. Cortar el tejido en pedazos muy pequefios.
3. Agregar 500 pL de Trizol al tejido de extremidad o blastema.
Nota: Usar 500 pL de trizol para 0.10 g a 0.20 g de tejido extremidad y para el
blastema.
4. Homogeneizar con el pistilo hasta que no se observen fragmentos de tejido
demasiado grandes.
Nota: el método que tiene mejor rendimiento es este: cortar y después
homogeneizar con el pistilo en el Trizol. No se recomienda usar otro método para
la extraccion de RNA.
5. Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada mL de trizol usado.100 pL
6. Mezclar con el vortex hasta que la solucion se espese y tenga un color rosa claro.
7. Centrifugar a 12 000 rpm por 15 min a 4°C
b) Precipitacion de RNA
8. Afadir 0.5 mL de isopropanol frio por cada mL de Trizol usado. 250 pL.
Nota: En este punto se puede parar e incubar a -20°C toda una noche o continuar.
9. Agitar por inversion 10 veces.
10. Centrifugar a 12 000 rpm por 15 min a 4°C.
11. Descartar sobrenadante y recuperar el pellet sin perturbarlo. Quitar la mayor
cantidad de liquido posible.
c¢) Lavados
12. Resuspender el pellet en 1 mL de etanol al 75% por mL de trizol usado. 500 pL.
13. Mezclar en el vortex por un minuto.
14. Centrifugar a 12 000 rpm por 10 min.
Nota: Aqui se puede parar hasta por un afo.
15. Quitar la mayor cantidad de sobrenadante sin perturbar la pastilla.
16. Dejar secar el pellet abriendo la tapa del tubo a temperatura ambiente.
d) Resuspension del RNA
17. Resuspender el pellet en 10 puL de agua libre de RNasa y cuantificar en Nanodrop.
Nota: Para el blastema no se recomienda resuspender en un volumen mayor.
porque la concentracion obtenida es baja y un volumen mayor la diluye atin més. En
el caso de la extremidad, puedes iniciar resuspendiendo en 10 pL e incrementar
dependiendo de la concentracion.
18. Evaluar la calidad mediante geles de agarosa y alicuotar.
19. Almacenar a -80 °C.
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12.2. Método en extenso para los ensayos de Western blot
1. Separar los extractos de proteinas totales mediante electroforesis SDS-PAGE en un
gel de acrilamida-bis acrilamida al 10%.
=> Correr el gel a 60 V hasta que las proteinas pasen el gel separador,
posteriormente el voltaje se incrementa a 120 V hasta que los extractos estan
aproximadamente a un cm del final del gel.
2. Continuar con la transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF mediante
transferencia semi-seca.
=> Equilibrar el gel por 15 min en buffer de transferencia.

=> Cortar la membrana usando como referencia una tarjeta y activarla
colocandola en metanol al 100% por un min, posteriormente enjuagar con
buffer de transferencia
Nota: La membrana no debe secarse una vez que se activa.

=> Montar el sistema de transferencia con el siguiente orden:
1. Filtro, si son gruesos solo uno o si son delgados dos o tres.
2. Membrana activada.
3. Gel.
Nota: Es buena idea hacer un corte en una esquina del gel y de la
membrana para no perder el orden de las muestras. El corte tiene que
estar en el mismo lado del gel y de la membrana.
4. Filtro, si son gruesos usa 2 o si son delgados usa mas.
Elimina todas las burbujas con un rodillo o con una pipeta de
plastico.
6. Cierra la camara de transferencia.
=> Realiza la transferencia por 45 minutos a 20 V.
Nota: Cuando termine la transferencia, si tienes un marcador para Western
blot marca las bandas del marcador de peso molecular en la membrana.
Después eso ayuda en el revelado

e

3.

4. Teiiir la membrana con rojo Ponceau y el gel de SDS-PAGE con azul de metileno
por cinco min con agitacion, para comprobar que las proteinas se hayan transferido
del gel a la membrana.

Nota:

% El rojo de Ponceau se puede preparar y guardar para ensayos posteriores, sin
embargo, a veces puedes ver bandas y otras no. Es mejor preparar una
solucion nueva o usar una no tan vieja.

% Si las bandas no se ven muchos recomiendan no continuar con el ensayo, sin
embargo, yo he obtenido resultados aun cuando la tincidon con Rojo de
Ponceau no mostré bandas.

5. Si realizas el paso 3, si no pasar al paso 5. Lava la membrana con agua destilada
varias veces hasta que el color rojo se quite. Si queda un poco tefiida no importa.

6. Bloquear la membrana con leche en polvo libre de grasa al 6% por una hora a
temperatura ambiente con agitacion.

Nota: el bloqueo también se puede realizar con albimina al 5%. Sin embargo, para
los ensayos de ADAMTS17 el resultado fue el mismo que con leche en polvo.
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7. Realizar las diluciones del anticuerpo primario con TBST (TBS 1x con Tween
0.05%) y leche al 0.025%.
Nota: durante las estandarizaciones del anticuerpo se recomienda probar diferentes
diluciones. Para el anticuerpo anti-ADAMTS17 (Q12 Santa Cruz Biotechnology,
No. catdlogo: sc-100480) se probaron diluciones de 1:200 hasta 1:2000. Con
diluciones mayores a 1:1000, no se observa sefial. La mejor dilucion es 1:750.
8. Incubar la membrana con el anticuerpo primario por una noche a 4°C.
Nota: si la incubacion se realiza a temperatura ambiente, la union al epitopo se
favorece pero el tiempo de incubacion disminuye, generalmente a una hora.
9. Lavar el anticuerpo primario cinco veces con TBST por cinco minutos a
temperatura ambiente y con agitacion.
10. Realizar la incubacion de la membrana con una dilucioén del anticuerpo secundario
en TBST con leche al 0.025% por una hora a temperatura ambiente con agitacion.
11. Lavar el anticuerpo secundario seis veces con TBST por cinco minutos a
temperatura ambiente y con agitacion.
Nota:
% Si el revelado no se realiza inmediatamente, la membrana se puede guardar a
4°C en TBS SIN detergente.
12. Revelar la membrana.
=> Si el revelado se realiza con placas, es importante probar varios tiempos de
exposicion al luminol.
=> Transfiere la placa al revelador y agita suavemente.
Nota: una vez que aparece la primera banda cuando la placa esta en el
revelador ten cuidado de no quemarla. Corta la reaccion con agua.
Enjuagar la placa con agua.
Colocar la placa en el fijador.
Enjuagar la placa con agua.
Secar la placa.

\ XA

Este método se validé6 mediante la evaluacion de la proteina B-actina en la linea celular
U87. Los resultados mostraron una banda con una masa molecular correspondiente a la de
B-actina (Figura 15).

Figura 15. Western blot para B-actina en extractos de proteinas totales de la linea celular U87. Se
emplearon 60 pg proteinas totales con una dilucion 1:2000 del anticuerpo primario (Santa Cruz
Biotechnology, No. catdlogo: sc-47778). Se observa una banda de aproximadamente 42 KDa.
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12.3. Localizacion de los oligonucleodtidos sintéticos de Adamts17.1, Fstll, Gpx7,
Cthrcl.l
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Figura 16. Localizacion de los oligonucleotidos sintéticos empleados para la
evaluacion transcripcional de Adamtsl7.1, Fstll, Gpx7, Cthrcl.l y Gapdh
mediante qPCR. Se muestran todos los exones (E) e intrones (I) presentes en cada
gen y la region que es complementaria con el primer antisentido (REV) o sentido
(FWD).
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12.4. Localizacion del enriquecimiento de la modificacion postraduccional
H3K4me3 y de la isla CpG en el promotor de los genes Gapdh, Adamtsl7.1,
Fstll, Gpx7y Cthrcl.l de A. mexicanum.
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Figura 17. Enriquecimiento de la modificacién postraduccional H3K4me3 e islas CpG en el promotor
de los genes Adamts17.1, Fstll, Gpx7 y Cthrcl.l. Se muestra la region comprendida entre los 1000 pb rio
arriba y rio abajo del TSS de cada gen, donde se localizan los dinucle6tidos CpG (rectangulos en color negro)
y la isla CpG (linea horizontal en color negro) que co-localiza con la H3K4me3. En los rectdngulos en color

negro con bordes punteados, se indica la localizacion de la isla CpG y su longitud.
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