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1. Introducciéon

1.1. Quemaduras

Las quemaduras representan un problema de salud a nivel mundial, ya que, como reporta la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), causan aproximadamente 180,000 muertes al afio,
de las cuales, la gran mayoria tienen lugar en los paises de bajos y medianos ingresos, como
es el caso de México. Por otro lado, en México, el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), report6 en 2014 una incidencia de mortalidad de
54.55 por cada 100,000 habitantes a causa de quemaduras o procesos desarrollados después
de las quemaduras, como es el caso de la sepsis (1). En muchos paises de ingreso alto, las
tasas de muerte por quemaduras han ido disminuyendo y la tasa de mortalidad infantil es
actualmente siete veces mas elevada en los paises de bajos y medianos ingresos que en los
de ingreso alto (2).

Se define como quemadura al dafio en tejidos causado por calor intenso, electricidad,
radiacion, frio o algunos quimicos, lo que provoca una desnaturalizacion de proteinas y
muerte celular en un area determinada. La principal amenaza que resulta después de la
quemadura es la pérdida catastréfica de fluidos que contienen proteinas y electrolitos (3).
Esta pérdida da lugar a una deshidratacién, desequilibrio electrolitico y posteriormente a una
falla renal y choque circulatorio. Este choque circulatorio se da porque el cuerpo tiene un
mecanismo que se denomina estado compensatorio, que es basicamente la conduccién del
flujo sanguineo hacia los érganos que requieren un mayor aporte de oxigeno y nutrientes
como son: cerebro, corazon y pulmones. Este proceso deja en desventaja a los demas 6rganos
ya gue dejan de recibir el aporte normal de sangre (proceso denominado isquemia). En la
clinica cuando se recibe a un paciente con pérdidas de sangre, el primer paso es la
administracion de suero para reponer los fluidos que ha perdido el paciente (reperfusion), sin
embargo, en algunas ocasiones, la reperfusion puede ser contraproducente si es que la
isquemia causoé darfio en intestino y hubo liberacion de bacterias al torrente sanguineo, lo que
provoca un desplazamiento masivo de las bacterias a los demas érganos.

1.1.1. Clasificacién de las quemaduras

En los adultos, el volumen de fluido perdido puede ser estimado calculando el porcentaje de
superficie corporal quemada utilizando la regla de los nueve (Figura 1). Este método divide
el cuerpo en 11 areas, cada una de las cuales representa el 9% del area total del cuerpo mas
un area adicional que rodea los genitales y representa el 1% del area superficial (4).
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Figura 1. Estimacion de la extension y severidad de quemaduras usando la regla de los nueve.

Por otra parte, las quemaduras se pueden clasificar de acuerdo con su severidad, como:
guemaduras de primero, segundo o tercer grado. En las quemaduras de primer grado,
solamente la epidermis se ve dafiada y tiende a sanar dentro de los dos o tres dias posteriores
a la quemadura sin atencion especial. Las quemaduras de segundo grado se caracterizan por
dafio en la epidermis y la region superior de la dermis. En este tipo de quemaduras suelen
aparecer ampollas, enrojecimiento y dolor continuo. La regeneracion suele ocurrir con poca
0 ninguna cicatrizacion dentro de tres a cuatro semanas tomando especial atencion en evitar
las infecciones. Finalmente, las quemaduras de tercer grado son aquellas con dafio de espesor
total, es decir, que involucran todo el grosor de la piel (Figura 2). El area quemada tiene
apariencia gris-blanca, roja cereza o ennegrecida, e inicialmente hay poco o ningin edema.
En este caso, las terminaciones nerviosas se han destruido y por lo tanto el area quemada no
es dolorosa. Aunque la piel eventualmente podria regenerarse al proliferar las células
epiteliales en los bordes de la quemadura o las células madre en los foliculos capilares, por
lo general es imposible esperar tanto tiempo debido a la pérdida de liquidos y la infeccién,
por lo tanto, es altamente recomendable el uso de apdsitos de piel como opcion terapéutica
que acelere el proceso de reepitelizacion (5).

En general, las quemaduras se consideran criticas si existe alguna de las siguientes
condiciones:

e Maés del 25% del cuerpo tiene quemaduras de segundo grado
e Maés del 10% del cuerpo tiene quemaduras de tercer grado

e Hay quemaduras de tercer grado en la cara, manos o pies
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Figura 2. Clasificacion de las quemaduras de acuerdo con la profundidad de la quemadura y el tejido afectado.

Cuando un individuo sufre quemaduras, pierde grandes cantidades de proteinas, por lo tanto,
necesitan miles de calorias adicionales a las que consumen diariamente para reemplazar estas
calorias perdidas y asi permitir la reparacion de los tejidos. Después de controlar el dafio
cutaneo del paciente, las infecciones y la sepsis (infeccion bacteriana generalizada) se
convierten en la principal amenaza y causa de muerte en las victimas de quemaduras. A
pesar de que la piel quemada es estéril durante aproximadamente las 24 horas siguientes a la
guemadura, las bacterias, hongos y otros patdgenos pueden invadir y multiplicarse facilmente
en las areas donde se destruyé la barrera de la piel con un contorno rico en nutrientes que
deja el tejido muerto. A este problema se suma el hecho de que el sistema inmune es
deficiente durante uno o dos dias después de la lesion (4).

1.1.2. Efectos locales y sistémicos de quemaduras

Mediante alteraciones estructurales a nivel molecular, los metabolitos tdxicos, antigenos y la
liberacion de agentes inmunomoduladores dan como resultado efectos fisiopatoldgicos de
choque por quemadura. Los mediadores locales liberados son histamina, serotonina,
bradicinina, éxido nitrico, radicales libres y productos de la cascada del acido eicosanoide
(prostaglandina y tromboxano), TNF-a. e interleucinas (Tabla 1). Se cree que la histamina es
el mediador responsable del aumento de la permeabilidad microvascular en fase temprana
observada inmediatamente después de las quemaduras debido a que la histamina causa la
formacion transitoria de grandes espacios endoteliales como resultado de la contraccion de
las células endoteliales venulares. Asimismo, los estudios demostraron que la patogénesis
del edema provocado por quemaduras en la piel parece estar relacionada con la interaccion
de la histamina con la xantina oxidasa y los radicales libres de oxigeno (6).



Tabla 1. Descripcion de las principales citocinas y su papel en procesos inflamatorios.

Citocina

Principal fuente celular

Principales dianas celulares y efectos
bioldgicos

Interleucina 6
(IL-6)

Macro6fagos/monocitos,
células endoteliales,
linfocitos T

Higado: sintesis de proteinas de fase aguda
Linfocitos B: proliferacion de células
productoras de anticuerpos

Linfocitos T: crecimiento y diferenciacion

Interleucina 10
(IL-10)

Macrofagos, linfocitos T
(sobre todo, linfocitos T
reguladores)

Macro6fagos, células dendriticas: inhibicion
de la expresion de IL-12, coestimuladoras y
clase 1l del MHC

Células endoteliales: mayor produccién de

quimiocinas
Interleucina Linfocitos T chr_ofa_gos: ‘mayor produccién  de
17a (IL-17a) guimiocinas y citocinas
Células epiteliales: produccion de GM-CSF
y G-CSF
CSF de | . . ) Progenitores inmaduros y comprometidos,
. Linfocitos T, macrofagos, . . o .
granulocito y . : macrofagos maduros: maduracion inducida
. células endoteliales, . . L
monocito fibroblastos de granulocitos y monocitos, activacion del
(GM-CSF) macrofago
Células endoteliales: activacion
(inflamacion, coagulacion)
Factor de . . o N .
NECroSiS Macrofagos/monocitos, Leucocitos: activacion y secrecion de
linfocitos NK, linfocitos | citocinas.
tumoral T Hipotalamo: fiebre, anorexia
(TNF-0) P - TEDTEs

Higado: sintesis de proteinas de fase aguda
Musculo, grasa: catabolismo (caquexia)

Interleucina 1B
(IL-1B)

Macrofagos/monocitos,
fibroblastos, células
endoteliales,
queratinocitos,
hepatocitos

Células endoteliales: activacion
(inflamacion, coagulacion)

Hipotalamo: fiebre

Higado: sintesis de proteinas de fase aguda
Linfocitos T: proliferacién y activacion

El estrés oxidativo desencadenado por la isquemia conduce a la generacién de mediadores
proinflamatorios que finalmente causaran dos tipos de dafio celular: necrosis y apoptosis.
Estos mediadores consisten en la actividad de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
del oxido nitrico sintasa (NOS) que conduciran a la produccién de peréxido de hidrégeno y
oxido nitrico (NO) y, finalmente dafio en la pared celular debido a la alta reactividad de las
moléculas (7). Se ha demostrado que el NO tiene influencia en la sintesis de citocinas
inmunoreguladoras y pro-inflamatorias como el interferon gamma (IFN-y), interleucina-2
(IL-2), interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF-o) (3). Hur y colaboradores
reportaron en 2014 que, en suero de pacientes con quemaduras mayores de 20% de superficie
total quemada, se encontraban incrementadas las citocinas G-CSF, GM-CSF, IL- 1RA, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-15, MCP-1, MIP-1B, y VEGF (8).




De estas moléculas, las que se encuentran en comun con la mayoria de los estudios realizados
por otros grupos de investigacion son las citocinas IL-6, IL-8, MCP-1y G-CSF, mientras que
las demas solo se han reportado aumentadas en algunas investigaciones pero en otras no
tienen una diferencia significativa (9-12). Estas discrepancias se podrian explicar mediante
diversos factores como la longitud de la quemadura, tiempo entre la quemadura y el
tratamiento, comorbilidades o complicaciones, el conteo de glébulos blancos, factores
genéticos y epigenéticos (8).

Las lesiones graves en la piel son seguidas por una enorme respuesta inflamatoria que, si bien
es una respuesta sistémica transitoria, la herida puede sufrir los efectos del influjo agudo de
mediadores inflamatorios y de factores de crecimiento durante tiempos prolongados. Una vez
que se produce la quemadura, el area contiene una variedad de tipos celulares dentro de los
que se encuentran las plaquetas, neutrdfilos, linfocitos, macréfagos y fibroblastos, cuya
actividad se regula por una compleja interaccion de multiples citocinas, asi como de
mecanismos neuroendocrinos del individuo (13).

Todos estos procesos involucran una regulacion orquestada por vias de sefializacion celular
que controlan la expresion de diversos genes asociados con funciones cruciales (14). El factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y el factor de crecimiento transformante-p (TGF-B) son de los principales
reguladores moleculares que controlan la evolucion de una herida causada por quemadura.
Para la activacion y proliferacion de fibroblastos es importante el factor de crecimiento
transformante (TGF-B). La actividad constante de TGF-B es asociada con cicatrices
hipertroficas y contracciones de la herida que conducen a desfiguracion y deformidad (13).
Alteraciones en estas vias de sefializacién puede causar una inadecuada cicatrizaciony, en
consecuencia, un aumento en morbilidad y mortalidad de los pacientes (14).

Como ya se ha mencionado con anterioridad, los procesos moleculares en los que se ve
involucrado el organismo después de sufrir algin dafio de gquemadura son variados y
dependen en gran medida de la gravedad de la quemadura. Uno de los principales actores en
la respuesta a quemaduras es la inflamacién y con ella, moléculas pro y antiinflamatorias que
son las mediadoras de la respuesta ante la quemadura para intentar atenuar el dafio. Sin
embargo, en algunas ocasiones la exacerbacién de los mecanismos inflamatorios es
contraproducente para el organismo y termina dafiando més el tejido que previamente fue
afectado por la quemadura, por lo que la regulacién de la expresidn de estos mediadores es
muy importante. A la fecha se han descrito diversos mecanismos de regulacion de estos
mediadores, dentro de los que se encuentran los mecanismos epigenéticos (3, 15).

Finalmente, en funcion de la severidad y profundidad de la quemadura, se puede desarrollar
una variedad de respuestas y complicaciones como es la respuesta inflamatoria sistémica,
infeccion, hiperglicemia, lipdlisis, hipermetabolismo, inmunosupresion y alteraciones
intestinales. La respuesta sistémica exacerbada o también conocida como choque post-
guemadura, provoca una serie de cambios fisiopatoldgicos que tienen el potencial de afectar
maltiples 6rganos y tejidos provocando falla multiorganica e incluso la muerte de los
pacientes con quemaduras graves. Dentro de los sistemas mas afectados podemos encontrar



el sistema hepatico, cardiovascular, pulmonar, gastrointestinal, hematopoyético, renal,
inmunoldégico y muscular (3).

1.2.Epigenética

El termino epigenética viene del griego que significa “sobre” y en el contexto bioldgico,
epigenética representa una forma de herencia que esta sobrepuesta en la herencia génica
basada en el ADN (16). Por lo tanto, epigenética se refiere a aquellas modificaciones a nivel
de ADN que no afectan directamente la secuencia de nucleétidos y que pueden ser tanto
transitorias como heredables. Las modificaciones epigenéticas comprenden tres principales
procesos que son: 1) metilacion del ADN; 2) interacciones y acciones del ARN no
codificantes; y 3) modificacion de histonas y remodelacion de cromatina. Estas
modificaciones epigenéticas al no alterar la secuencia génica pueden potencialmente regular
la expresion o silenciamiento de genes de forma mucho més rapido en contraste con las
mutaciones del ADN, esto es importante porque gracias a la epigenética, un organismo es
capaz de responder a su entorno con mayor rapidez. Por lo tanto, las modificaciones
epigenéticas son la respuesta a los procesos ocurridos en el medio ambiente que puedan
regular el comportamiento a nivel molecular de un organismo (17). Los mayores
componentes del sistema epigenético son la metilacion del ADN y las modificaciones de
histonas (18).

1.2.1. Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es un proceso reversible resultado de la transferencia de un grupo
metilo del cofactor S-adenosilmetionina (SAM) al carbono 5 del anillo de citosina para
generar grupos 5-metilcitosina (5mC), preferentemente en regiones donde una citosina es
seguida directamente por una guanina en la secuencia de ADN, también conocida como islas
CpG (Figura 3 A). La metilacién de citosina en el ADN ocurre en sitios clave, lo que dificulta
la unién de la maquinaria transcripcional a los genes promotores o potenciadores de genes o
simplemente expresando un gen diana por completo. La metilacion de la citosina de ADN
debe estar en un contexto de dinucledtidos CpG o islas CpG. Las islas CpG son
frecuentemente encontradas en regiones regulatorias del ADN, y en particular en los
promotores de aproximadamente 40% de los genes humanos; sus metilaciones pueden
silenciar la expresion genética mediante: 1) interferencia directa, ya que la formacion de 5mC
puede inhibir la union especifica de factores de transcripcion para reconocer sitios en sus
respectivos promotores; y 2) silenciamiento genético el cual ocurre por unién directa de
represores transcripcionales especificos del ADN metilado (19). El perfil de metilacion del
ADN deriva no solo de la accién directa de enzimas como las ADN metiltransferasas
(DNMTSs), sino que también de la accion indirecta de otras proteinas, incluyendo las proteinas
de union a CpG (18). Solamente tres enzimas (DNMT1, DNMT3A y DNMT3B) tienen
actividad de metiltransferasa en los residuos de citosina del ADN genomico de mamiferos;
DNMT1 y DNMT3 juegan un papel importante en el mantenimiento de la metilacion y la
metilacidn de novo del ADN, respectivamente. DNMT1 metila selectivamente la citosina de
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la secuencia CpG en ADN hemimetilado, y puede copiar el patron de metilacién durante la
replicacion del ADN para permitir que las células hijas hereden con fidelidad el patrén de

metilacion (20).
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Figura 3. Representacion esquemdtica de los principales mecanismos de regulacidon epigenética en la expresion génica

(21).

1.2.2. ARN no codificante

La epigenética ahora incluye también a los mecanismos enddgenos de RNAI, basados en los
miRNAs (secuencia de cadena simple, no codificante, entre 21 y 23 nucledtidos), moléculas
de ARN que fueron transcritas del loci de miRNA y funcionan principalmente como
represores postranscripcionales de la expresion genica (Figura 3 B). Los miRNAS operan a
través de la unién de elementos de respuesta a miRNA (MREs) dentro del 3°-UTRs de sus
MRNAs diana. La formacion del hibrido miRNA/mRNA diana induce la escision y/o
represion traduccional de su mRNA. Un Gnico miRNA es capaz de dirigirse a multiples
MRNASs y un unico mRNA puede contener multiples sitios de unién a miRNA. Mitchell y
colaboradores en 2008 reportaron la presencia de miRNAs enddgenos en la circulacion que
no tenian células asociadas. Tales miRNAs circulantes son excepcionalmente estables debido
a que estan protegidos de degradacion por micro vesiculas, proteinas de unién a ARN o
lipoproteinas (22). Los miRNAs circulantes probablemente sean liberados por las células
circulantes y los 6rganos dafiados/enfermos, siendo muy prometedores como posibles
biomarcadores en deteccidén de enfermedades y diagnéstico. Finalmente, las interacciones
entre las metilaciones del ADN y las modificaciones de histonas pueden regular la expresion
de algunos miRNAs, mientras que otros miRNAs pueden controlar la expresion de DNMTs
e Histonas Acetiltransferasas (HDACs), lo cual crea un pequefio circuito bastante complejo
(23).
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1.2.3. Histonas

Al complejo de histonas-ADN se le conoce como nucleosoma, éstos son los responsables del
empaquetamiento de los cromosomas. Cada nucleosoma consiste en un complejo de ocho
proteinas llamadas histonas. La cromatina es el complejo de histonas con proteinas
cromosomales no histonas y con el ADN nuclear de las células eucaridticas. La estructura de
la cromatina no es un soporte inerte para el empaquetamiento de la informacién, mas bien,
se podria definir mejor como un mapa fluido e informativo de todo el genoma y que puede
cambiar como resultado de estimulos internos, externos o como contribucion o respuesta de
decisiones en el proceso de diferenciacion celular (17).

El complejo octamérico de histona estda compuesto por dos juegos de subunidades de
histonas: H2A, H2B, H3 y H4 en las cuales se encuentran enrollados aproximadamente 142
pares de bases de ADN y como histona “estabilizadora” encontramos a la histona H1 (Figura
4 A). Cada una de estas proteinas son relativamente pequefias (102 — 135 aminoéacidos) y
comparten motivos estructurales conocidos como “histone fold”, formados de tres a hélices
conectados mediante dos bucles. Cuando se ensambla el nucleosoma, la unién entre las
histonas se hace en pares, es decir, se unen H3-H4 y H2A-H2B para formar dimeros y
después cada uno de estos dimeros se unen para formar tetrameros. Un tetrdmero de H3-H4
posteriormente se combina con el de H2A-H2B para formar un octamero compacto alrededor
del cual se enrollara el ADN (16) (Figura 4 B). Los tallos de histona N- y C-terminal,
sobresalen del nucleosoma, lo que les da el potencial de interaccionar con los nucleosomas
adyacentes y el ADN enrollado (Figura 3 C).
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Figura 4. A) Complejo octamérico de histona (24). B) Composicion del nucleosoma (16).
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Al estado compacto de la cromatina se le conoce como heterocromatina, mientras que el
estado relajado recibe el nombre de eucromatina. Estos estados estan asociados con
modificaciones postraduccionales particulares en las histonas que ocurren en los sitios N-
terminal de las colas de las histonas. Por ejemplo, la heterocromatina esta asociada a
metilaciones en residuos especificos de lisina (K) de la histona 3 (H3) como son: H3KO9,
H3K27 y H4K20 por mencionar algunas. Estas se deben al arreglo espacial que adopta el
ADN con las histonas dificultando las modificaciones en otros sitios de histonas. Por el
contrario, a la eucromatina se le asocia con las modificaciones epigenéticas de metilacién en
H3K4 y acetilacién de los residuos de lisina en H3 y H4, esto se debe a que en el arreglo
espacial de eucromatina, el ADN se encuentra laxo y sin ser envuelto en el complejo
octamérico de las histonas (25). Este tipo de modificaciones estructurales son fundamentales
para la coordinacion de la remodelacion de la cromatinay el acceso del ADN a la maquinaria
transcripcional.

Hasta ahora se tienen identificadas mas de 60 modificaciones postraduccionales de histonas,
de las cuales, la gran mayoria de esta informacion es acerca de las modificaciones covalentes
pequefias, como es el caso de las acetilaciones, metilaciones, ubiquitinaciones,
fosforilaciones, sumoilacién y ADP-ribosilacion; sin embargo, no hay que descartar otras
modificaciones menos frecuentes y/o que no se han encontrado en humanos, como es el caso
de la butirilacion, crotonilacién, formilacién, glutationilacion, malonitacion, O-
GlucosilNAcetilacion, hidroxilacion, propionilacion y succinilacion (26, 27) (Figura 5).
Estas pequefias modificaciones en las histonas cambian la diafonia y pueden regular
diferentes funciones, a traves de la accion de proteinas lectoras (28).
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Figura 5. Modificaciones identificadas recientemente en los residuos de las histonas.
Negro, modificaciones encontradas in vivo en humanos; rojo, modificaciones encontradas en cerebro de ratén; azul,
modificaciones encontradas in vitro (27).

La acetilacion en histonas neutraliza las cargas positivas de los residuos de lisina, quitando
la atraccidn entre las proteinas de histonas y los grupos fosfatos cargados negativamente en
el ADN, que conduce a un cambio hacia la cromatina transcripcionalmente activa. El estado
de acetilacion de histona resulta del balance entre la actividad de la enzima histona
acetiltransferasa (HATS) y la histona deacetilasa (HDACSs). La metilacion de histona tiene
lugar en los residuos de arginina y lisina con mono, di o tri-metilaciones (29). La metilacion
de histona es regulada por el balance en la actividad de diferentes metiltransferasas y
demetilasas. La fosforilacion de histonas se encuentra en los residuos de serina, treonina y
tirosina y su abundancia puede variar dramaticamente entre la interfase y la mitosis (30). La
cromatina transcripcionalmente activa o silenciada se caracteriza por distintas combinaciones
en las modificaciones de histonas, resultando en la accion balanceada de enzimas. Tales
combinaciones parecen ajustar la expresion génicay regular procesos celulares importantes,
los cuales, cuando estan desregulados, pueden contribuir al desarrollo de una enfermedad
(21).

Entonces, las modificaciones en las histonas son modificaciones postraduccionales (PTM,
por sus siglas en inglés) que alteran la estructura proteica del complejo octamérico de las
histonas dentro del nucleosoma sin modificar la secuencia de ADN vy estas se regulan por
enzimas especificas (31). Parte de la complejidad de la epigenética se encuentra en que las
PTMs de histonas pueden ser reversibles y parcialmente heredables, y a su vez, pueden
controlar y ser controladas por el genoma. Las modificaciones en las histonas no tienen la
misma fidelidad a través de las divisiones celulares como las metilaciones del ADN, por lo
tanto algunas modificaciones pueden reestablecerse y otras no (17).

El grado de modificaciones en cada residuo de histonas, asi como la combinacion de estas
modificaciones puede tener diferente impacto en la expresion o supresion de genes y en la
misma estructura de las histonas, ocasionando en algunos casos la posibilidad de una
reprogramacion fenotipica de diversas células (32, 33). Sabiendo esto entonces podemos
decir que, los estados epigenéticos juegan un rol importante en la regulacion transcripcional
y el mantenimiento de la actividad de ciertos genes, que a su vez tendran un impacto en toda
una cascada de sefializaciones, y que dependerd de las condiciones con las que este
interaccionando el organismo.

1.2.4. Inflamacion y epigenética

Como ya se ha mencionado con anterioridad, los procesos moleculares en los que se ve
involucrado el organismo después de sufrir algin dafio de quemadura son variados y
dependen en gran medida de la gravedad de la quemadura. Uno de los principales actores en
la respuesta a quemaduras es la inflamacion y con ella, moléculas pro y antiinflamatorias que
son las mediadoras de la respuesta ante la quemadura para intentar atenuar el dafio. Sin
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embargo, en algunas ocasiones la exacerbacién de los mecanismos inflamatorios es
contraproducente para el organismo y termina dafiando mas el tejido que previamente fue
afectado por la quemadura. Al analizar el perfil de expresion epigenética en procesos
inflamatorios, se ha observado una correlacion de marcas epigenéticas con la activacion o
supresion de genes que estan involucrados en los procesos inflamatorios. Por ejemplo, la
metilacion en los sitios H3K4me3 y H3K27me3 es caracteristica de las células dendriticas
(DC) que son derivadas de monocitos bajo condiciones inflamatorias, a medida que pasan de
células “inmaduras” a células maduras presentadoras de antigeno. La localizacion de las
modificaciones postraduccionales (PTMs) de histonas bivalentes (histonas que pueden
contener modificaciones asociadas a represion o activacion al mismo tiempo), da como
resultado un estado bivalente con regulaciéon dinamica de moléculas coestimuladoras de DC
dominantes, CD14, CD83y CD86, asi como el antigeno leucocitario humano (HLA)-DRB1,
factores de transcripcion de la familia NF-kB y otras citocinas, quimiocinas y sus receptores.
En pocas palabras, estas marcas tienen un papel de regulacion génica que determina la
habilidad de la célula para detectar y reaccionar a una inflamacién por patdgenos. Entonces,
si se analiza a detalle el perfil epigenético que presentan pacientes con quemaduras en la piel,
se podria conocer como estas PTMs estan involucradas en la regulacién de la cascada de
sefializacion en procesos inflamatorios y con ello se podra tener un conocimiento mas amplio
sobre el estado del paciente y cémo evadir el dafio que se produce por mecanismo
inflamatorios (15).

En procesos inflamatorios, Ansel y colaboradores descubrieron que cambios epigenéticos
afectan a una variedad de genes que pueden ser hereditarios(34) y que, como sabemos, tienen
funciones especificas en los procesos inflamatorios. Por ejemplo, en las células T, existe una
pequefia regién en el gen de interleucina 2 (IL-2) que sufre una desmetilacion después de su
activacion, provocando la produccion de las I1L-2 (35).

Foster y colaboradores estudiaron mediante una serie de experimentos, la participacion de la
cromatina en el control especifico de genes en la tolerancia inducida por lipopolisacarido
(LPS). Béasicamente el experimento consistié en una estimulacion de LPS a los macréfagos
que, previamente se habian vuelto hiporesistentes, los cuales produjeron dos patrones
distintos de modificaciones en la cromatina durante este estado de hiperreactividad. Asi,
mientras que un grupo de genes que son responsables de la produccion de moléculas
inflamatorios (TNF-a e I1L-6) se silenciaron momentaneamente, un segundo grupo de genes
(incluyendo varios efectores antimicrobianos) permanecieron listos para su activacion. Esta
regulacion epigenética dindmica entonces, puede ser un punto clave para controlar la
respuesta inflamatoria del huésped (36).

Aunque la metilacion del ADN y las modificaciones de histonas son reguladas por diferentes
enzimas y procesos quimicos, los dos sistemas estan enlazados en una regulacion cooperativa
de expresion genica. Tal parece, que la relacion entre estos dos mecanismos epigenéticos
puede funcionar en ambas direcciones, con metilacion de histonas dirigiendo los patrones de
metilacion en el ADN y con metilacion del ADN actuando como molde para facilitar las
modificaciones de histonas después de la replicacion de ADN (37).
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2. Antecedentes.

En el laboratorio de medicina gendmica del Centro Nacional de Investigacion y Atencion de
Quemados (CENIAQ) en el Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR), mediante ensayos
multiplex colorimétricos basados en la técnica de ELISA, se evalud la presencia de
modificaciones postraduccionales a partir de linfocitos de pacientes con quemaduras graves.
Se encontrd un perfil diferencial en el cual se determiné una disminucion significativa en el

perfil de metilaciones, acetilaciones y fosforilaciones para histona H3 (Figura 6F) (38).
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Figura 6. Niveles de las modificaciones postraduccionales de histona H3.
Se muestran los niveles de A) metilacidn, B) acetilacion y C) fosforilacion en H3 de pacientes con quemaduras graves
comparadas con controles de linfocitos de individuos sanos. Estos resultados son presentados con una media +S.E.M.

de tres repeticiones técnicas. **p<0.001y ***p<0.0001 (38).

Adicionalmente, se analizaron los niveles de 21 modificaciones postraduccionales
individuales de histona H3 y se encontraron niveles alterados en varias de ellas, incluyendo
metilaciones, acetilaciones y fosforilaciones (Tabla 2).
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TABLA 2. MODIFICACIONES EPIGENETICAS ENCONTRADAS EN LINFOCITOS DE PACIENTES CON QUEMADURAS
PARA LAS HISTONAS H3 Y H4 (38).

MODIFICACIONES EN H3 Significancia Estadistica
K4AMET?2 wx
KOMET1 el
KOMET3 *

K27TMET?2 ns
K36MET1 *
K36MET3 *
K79MET?2 *
KAMET1 Fxk
K4AMET3 fololal
KOMET?2 faleed
K27MET1 faleed
K27MET3 ns
K36MET?2 wx
K79MET1 ns
K79MET3 fololad
K9AC *
K18AC ns
K14AC ns
K56AC *x
S10p *
828p *kk

Las modificaciones postraduccionales mayormente afectadas y que resultaron de mayor
interés por sus funciones previamente reportadas, se encontraron las marcas de activacion
H3K4me3, H3S28ph y H3K27mel, y la de represion H3K9mez2.

2.1.H3K4me3

La trimetilacion de lisina 4 en la histona H3 es una modificacion clave que (39). Cuando
H3K4me3 se encuentra cerca de los Sitios de Inicio de la Transcripcion (TSS) (40). Esta
marca interacciona con los complejos de remodelacién de la cromatina ISW1/NURF, Yngl-
NuA3 HAT, asi como con la maquinaria transcripcional basal TFIID. También se une a Chd1
a través del cual se reclutan los componentes del (41)(41).

2.2.H3K9me2

Esta modificacion de la histona se ha asociada a represion para los genes ampliamente
distribuidos en la eucromatina, y con los dominios dindmicos asociados a la lamina nuclear
periférica (LAD) (42). Mediante un analisis genémico se detect6 que H3K9me2 esta
significativamente incrementado durante la diferenciacion celular para formar Grandes
dominios de Organizacion de la Cromatina K9 (LOCKS, por sus siglas en inglés), los cuales
estan notablemente alterados en células de céancer (43). Una visualizacion por
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inmunofluorescencia demostré que H3K9me2 esta distribuida sobre la cromatina nuclear en
células con proliferacién activa, pero se vuelve espacialmente segregada de la forma activa
de eucromatina y estructuralmente modificada durante la terminacién de la diferenciacion
celular, de modo que se bloquea su exposicion antigénica, es decir, que queda oculta. Estos
hallazgos son consistentes con el hecho de que H3K9me2 es la mayor marca de la cromatina
facultativa que comienza a condensar y reprimir a manera de regulador del desarrollo (44).

2.3.H3S28ph

Se ha demostrado que la fosforilacion de H3S28 contrarresta el silenciamiento de Polycomb
mediante la promocion de la disociacién del complejo de represion Polycomb en respuesta a
sefiales externas (45, 46). A pesar de los conocimientos de varios sistemas biolégicos, los
mecanismos por los cuales la fosforilacion de la histona H3 impacta la transcripcion adn no
se conocen completamente, sin embargo, se ha reportado un papel importante de esta marca
en la induccion de la transcripcion en situacion de estrés. Asimismo, se ha demostrado que
H3S28ph regula el desensamble de una histona deacetilasa lo que provoca un incremento en
la acetilacion de la histona. Un enriquecimiento en las acetilaciones de la histona ha
demostrado establecer una estructura en el nucleosoma que facilita la unién de RNAPII. Sin
embargo, un incremento solamente de la acetilacion no es siempre suficiente para inducir la
transcripcion, lo que sugiere que necesita de la fosforilacion para promover la transcripcion
(47).

2.4.H3K27mel

Aunque poco se sabe de la marca H3K27mel, algunos estudios han demostrado que la mono
metilacion de la lisina 27 en la histona H3 esta enriquecida en los sitios de activacion de las
regiones promotoras de la transcripcion (48). Un andlisis espectrofotomeétrico detecto la
presencia de H3S28ph y H3K27me1/2 pero no la presencia de la trimetilacién de H3K27, lo
que sugiere que H3K27mel trabaja en el mismo sentido que H3S28ph, mientras que
H3K27me3 y H3S28ph son modificaciones mutuamente excluyentes (49).

18



3. Justificacié

Cuando se expone al organismo a algun agente que provoque una quemadura, el cuerpo tiene
diferentes procesos celulares que ayudan a atenuar el dafio por las quemaduras. La respuesta
inflamatoria es de los primeros procesos que se desencadenan ante este tipo de lesiones. Los
procesos inflamatorios son regulados por una maquinaria celular en la cual actian
principalmente los linfocitos T, linfocitos T helper (Th), células NK y diversas citocinas
como son: TNF-a, ICAM-1, IL-8, IL-6, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-17 e IL-10. En diversos
modelos inflamatorios, la diferenciaciéon y funcién de las células del sistema inmune, asi
como la expresion de las citocinas, se ha visto regulada epigenéticamente por modificaciones
postraduccionales. En el Laboratorio de Medicina Gendémica del CENIAQ-INR, se demostro
que algunas marcas epigenéticas, incluyendo H3K4me3, H3K9me2, H3K27mely H3S28ph,
estan desreguladas en pacientes con quemadura severa. Actualmente se sabe que estas marcas
estan regulando a las regiones promotoras de los genes IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-17, IL-8, c-
Fos y miR-21 en algunos procesos inflamatorios, sin embargo, poco se conoce sobre la
implicacion de estas marcas en condiciones de quemaduras para promover 0 no la
inflamacién y el desarrollo de sepsis (46, 50-55).

Por esta razon, este proyecto de maestria planted estudiar las alteraciones en el
enriquecimiento de PTMs en regiones promotoras de genes inflamatorios en linfocitos de
sangre periférica de paciente con quemadura severa. Los resultados contribuiran a explicar
como estos procesos epigenéticos estan regulando la maquinaria de mediadores
inflamatorios, lo que llevard a mejorar el entendimiento de la epigenética de los pacientes
con quemaduras y el desarrollo de su respuesta inflamatoria.

4. Objetivo general

Analizar las alteraciones en el enriquecimiento de modificaciones postraduccionales de la
histona H3 en genes involucrados en procesos inflamatorios, en linfocitos de sangre
periférica de pacientes con quemaduras severas.

5. Objetivos particulares

e Implementar técnica de Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChIP) en linfocitos de
pacientes con quemaduras.

e Evaluar las alteraciones en los niveles de las marcas epigenéticas H3K4me3, H3K9me2,
H3K27mel y H3S28ph en genes asociados a procesos inflamatorios, en pacientes con
quemaduras severas.

e Evaluar los perfiles de estas PTMs en los genes inflamatorios de pacientes con quemadura
severa gue desarrollan sepsis en comparacion con los que no la desarrollan.
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6. Materiales y metodos experimentales

6.1. Pacientes y controles

Para este proyecto, se incluyeron doce pacientes masculinos que ingresaron al Centro
Nacional de Investigacion y Atencion a Quemados-INR (CENIAQ-INR) durante las
primeras 24 horas después de una quemadura de segundo grado con al menos el 25% de la
superficie corporal quemada, o0 pacientes con quemaduras de tercer grado y una superficie
corporal quemada de al menos el 10%. En la Tabla 3 se describen algunas caracteristicas de
los pacientes.

La poblacion control corresponde a individuos que no presentan lesiones por quemaduras ni
patologias que conlleven a procesos inflamatorios patolégicos, y que correspondan en edad
y sexo con los pacientes (Tabla 4).

Ambas poblaciones (pacientes y controles) dieron su autorizacion para participar en el
estudio mediante la firma de una carta de consentimiento informado. Las cartas de
consentimiento informado se realizaron siguiendo los lineamientos del comité de ética del
INR (Anexos).

Los pacientes con quemaduras de primer grado, o quemaduras severas que se atendieron
después de 24 horas del trauma no se incluyeron en el estudio.

TABLA 3. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON QUEMADURAS.

EDAD | Sexo %SCQ Tipo de quemadura  Sepsis (dpb)
71 M 50 Eléctrica 8
23 M 60 Eléctrica 12
81 M 50 Eléctrica NP
18 M 35 Fuego 10
18 M 23 Fuego NP
34 M 40 Fuego 9
21 M 20 Fuego NP
22 M 60 Fuego 6
16 M 35 Eléctrica 6
15 M 35 Eléctrica 9
17 M 15 Fuego NP
34 M 20 Fuego 7

Edad (afios), M=masculino, NP=no presentd y dia post-quemadura (dpq).
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TABLA 4. CARACTERISTICAS DE LOS INDIVIDUOS CONTROL.
EDAD

40

18

15

71

35

23

Edad (afios) y M= masculino.
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o

6.2.0btencién y purificacion de linfocitos

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de pacientes con quemaduras de 1, 5y 10 dpg.
Las muestras de pacientes y controles se obtuvieron usando tubos con EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético) y fueron procesadas el mismo dia en que fueron tomadas. Se
empleo la técnica de separacion de células mononucleares (MNC) por medio de un gradiente
de Ficol con la solucién Lymphopreptv (60-00092-12).

6.3.Inmunoprecipitacion de la cromatina

Se realizo el entrecruzamiento de proteinas-ADN afiadiendo 500 pL de solucion de fijacion
(PBS 1X y Formaldehido 1%) al boton de linfocitos de pacientes y controles. Se incubé a
temperatura ambiente en agitacion por 15 minutos. Se adicion6 glicina 125 mM, se agité y
se incubo en agitacion por 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavé el boton con 5 mL de
solucion de lavado PBS (PBS 1X y PMSF 10.2 mM, 10837091001). Se centrifugd por 5 min
a 3,200xg a 4°C. Se decantd el sobrenadante y se volvio a lavar. Se incub6 en hielo seco 10
minutos para facilitar la lisis celular. Se afiadié 5 mL de solucién de lisis (10 mM Tris-HCI
pH 7.5, 10 mM NaCl y 0.5% NP40, 127087-87-0) y se suplementé con inhibidor de proteasas
1X (PIC, ab201119) y PMSF 0.05 mM. Se incub6 en hielo 30 minutos, se agitd por 30
segundos vigorosamente y se centrifugd a 3,200xg, 10 minutos a 4°C. Se decantd el
sobrenadante y se resuspendié en 500 mL de solucidn de lisis nuclear (50 mM Tris-HCI pH
7.5, 10 mM EDTA, 1% SDS) suplementado con inhibidor de proteasas 1X y PMSF 0.05
mM. Se transfirio la solucién a un tubo de 1.5 mL para poder realizar la sonicacion y se
incubé en hielo por 10 minutos.

Se sbnico la cromatina usando el sonicador Fisherbrand™ 705 Sonic Dismembrator a 10%
de potencia, 30 pulsos, 15 segundos encendido y 60 segundos apagado. La muestra se
mantuvo en frio todo el tiempo. Se centrifugd 14,000 rpm, 4°C por 5 minutos y se recupero
el sobrenadante. Se dividio en 3 tubos con los siguientes volimenes: 25 uL para input 1, 15
pL para input 2 y los 460 uL restantes fueron usados como la cromatina para
inmunoprecipitar.
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Para obtener la cuantificacion de la cromatina, a los 25 uL del input 1 se le agregaron 175
uL de solucion TE pH 8 y RNAsa A (0.1 ug/uL). Se agitd e incubd a 37 °C por una hora. Se
afiadio Proteinasa K (0.5 ug/ulL), se agitd y se incubd a 37 °C por 3 horas. Después se afiadio
NaCl (0.25 M), se agitd y se incubd a 65 °C por toda la noche. Se purificd por el método de
Fenol:Cloroformo ayudado de glucégeno (polisacarido que co-precipita con cantidades
pequefias de ADN, haciéndolo visible). Se resuspendié en TE, se dej6 hidratar el ADN por
30 minutos y se cuantificd. Se usaron 10 pg de cromatina para la inmunoprecipitacion.

Se equilibraron 30 pL de perlas de Proteina G Agarosa (Invitrogen, N° de catalogo 15920-
010) por inmunoprecipitado con solucion de dilucién (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA y 1 % Triton). Se agitaron por inversion 10 veces, centrifugaron a
1,250xg, 1 minuto a 4 °C y se desech0 el sobrenadante.

Se realizo el entrecruzamiento de proteinas-ADN con PBS 1X, formaldehido 1% y glicina
125 mM. Se lavo el boton con PBS 1X y PMSF 0.2 mM. Se lisaron las células incubando el
botdn en hielo seco y adicionando solucion de lisis Tris-HCI pH 7.4 10 mM, NaCl 10 mM y
NP40 0.5%) suplementado con inhibidores de proteasas 1X y PMSF (0.05 mM). Se
resuspendio el boton en solucion de lisis nuclear (Tris-HCI pH. 7.5 50 mM, EDTA 10 mM,
SDS 1%) suplementados con inhibidor de proteasas 1X y PMSF 0.05 mM. Se fragment6 la
cromatina por sonicacion 10%, 30 pulsos, 15 encendido/60 apagado y se separ0 en 3 tubos
(cromatina e input).

Se clarifico la cromatina con perlas de proteina G agarosa previamente equilibradas con
solucion de dilucion (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM vy triton 1%), se
incubaron y se afadieron 4 ug de anticuerpo correspondiente a cada inmunoprecipitado,
excepto para H3S28ph, como se muestra en la Tabla 5. Se afiadieron inhibidores de proteasas
y se incubo 4°C, 16 horas.

Tabla 5. Informacion de los anticuerpos para inmunoprecipitar la cromatina.

Anticuerpo Catélogo Concentracion  Cantidad Origen
Stock

Anti-H3K4me3 AB8580 1 pg/ul 4 ug Conejo

Anti-H3K9me2 AB1220 1 pg/pul 4 ug Rata

Anti-H3K27mel | AB194688 1 pg/ul 4 ug Conejo

Anti-H3S28ph AB32388 0.12 pg/uL 1 ug Conejo

Anti-1gG AB6709 2 ug/uL 4 ug Conejo

22



Se bloquearon las perlas equilibradas con BSA 4% deslipidado (vol:vol). Se afiadi6 la
reaccion de ChlIP-Ab, se incubd y se realizaron lavados secuenciales con las soluciones:
solucion de dilucion (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM y Tritén 1%), solucion
baja en NaCl (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2mM, Tritén 1%, SDS 0.1% y
deoxicolato 0.1%), solucién alta en NaCl (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, EDTA 2mM,
Triton 1%, SDS 0.1% y deoxicolato 0.1%), solucion alta en LiCl ((20 mM Tris-HCI, 500
mM LiCl, 2mM EDTA, 1% Triton, 0.1% SDS, 0.1 % deoxicolato) y solucion TE pH. 8. Al
boton, se le afiadioé solucion de elucion (25 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM EDTA y 0.5% SDS)
y se incub6 15 minutos, 65°C en agitacion suave.

Al eluido se le adicion6 RNAsa A (0.1 ug/uL). Se tomd el 10% (tomando como relacion el
volumen de cromatina inmunoprecipitada) y se le adicioné soluciéon TE pH.8 y RNAsa A
(0.1 pg/uL). Se afiadio proteinasa k. Se adicioné NaCl y se dejé en el termociclador 16 horas
a 65 °C.

Se purifico el ADN mediante el método Fenol: Cloroformo, se resuspendio el boton con 100
uL de TE y se realizaron las soluciones para hacer gPCR.

6.4. qPCR

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real se usé para evaluar el
enriquecimiento de las marcas epigenéticas de histonas con secuencias promotoras de los
genes IL-6, IL-1B, TNF-qa, IL-17, IL-8, c-Fos y miR-21, los cuales estan involucrados en
procesos inflamatorios causados por quemaduras. Se realizé por triplicado usando Power
SYBR_green PCR master mix (Bio-rad). Los datos fueron normalizados por el método
porcentaje del input, el cual toma la relacion entre el CT del input y el CT de los
inmunoprecipitados para eliminar la sefial de las uniones inespecificas (56). Los
oligonucledtidos usados en la reaccion de qPCR son listados en la Tabla 6.

Tabla 6. Secuencias de oligonucledtidos usados para ChIP-gPCR

Gen NCBI Sentido 5> 2 3’ Anti sentido 5° =2 3’

IL-18 NG_008851.1 | CGTGGGAAAATCCAGTATTTTAATG | CAAATGTATCACCATGCAAATATGC
IL-10 NG _012088.1 | GGGGACCCAATTATTTCTCA TGGGCTACCTCTCTTAGAAT

IL-17a NG_033021.1 | TCACATGATGCTGTGCAGTAAGAA | TGGTACGAGATAATGGAAACAAAG
IL-8 M28130.1 CAGAGACAGCAGAGCACAC ACGGCCAGCTTGGAAGTC

c-Fos NG 029673.1 | GAGCAGTTCCCGTCAATCC GCATTTCGCAGTTCCTGTCT

miR-21 BK006524.1 | TGGCAACACCAGTCGATGGGC AGTGCCACCAGACAGAAGGAC

IL-6 NG_011640.1 | TCGTGCATGACTTCAGCTTT GCGCTAAGAAGCAGAACCAC
TNF-a LT546440.1 | AACCGAGACAGAAGGTGCAG TGTGCCAACAACTGCCTTTA
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6.5. Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos fueron realizados usando Prism 8 software (GraphPad). Todos los
experimentos fueron realizados por triplicado y los datos se presentan como media + S.E.M.
(error estandar de la media). Los analisis estadisticos fueron realizados usando un analisis de
ANOVA one-way para determinar la diferencia estadistica entre diferentes grupos y control.
P < 0.005 fue considerado estadisticamente significativo. El valor P esta presentado en las
figuras con un asterisco. La ausencia del asterisco indica que el cambio relativo entre el
control y el grupo problema no presento diferencia estadisticamente significativa.

7. Resultados

Previamente, en el Laboratorio de Medicina Gendémica, CENIAQ-INR, se encontraron
niveles diferenciales de algunas modificaciones postraduccionales de histonas H3 entre
pacientes con quemaduras e individuos sanos. Las marcas mas afectadas fueron H3K4me3,
H3K9me2, H3K27mel y H3Ser28ph, las cuales se sabe que tienen funciones en la regulacion
de la expresion de genes asociados con la inflamacion (46, 50-53, 57), por lo que en este
trabajo evaluamos el enriquecimiento de estas marcas sobre las regiones promotoras de genes
inflamatorios previamente descritos con regulacion epigenética en otros modelos de
inflamacién, tales como IL-6, IL-18, IL-17, IL-8, c-Fos, TNF-a y miR21. Adicionalmente,
debido a que la expresién alterada de los genes involucrados en la inflamacién también ha
sido asociada a una mayor susceptibilidad al desarrollo de sepsis, en este trabajo analizamos
el perfil de asociaciébn de estas marcas epigenéticas con los promotores de genes
inflamatorios en pacientes con quemadura severa que desarrollaron sepsis, en comparacion
con los que no desarrollaron sepsis.

Las edades de los pacientes y controles que se utilizaron para este estudio estan en un rango
de 15 a 81 afios, con un promedio de edad de 31 + 21 afios y 34 + 19 afios, respectivamente
(Tabla 7). El estado inflamatorio de los pacientes se confirm6 mediante un ensayo de ELISA
para IL-6 en plasma, para los dias 1, 5y 10 (dpq).

Tabla 7. Demografia y datos clinicos de los pacientes con quemaduras.

Pacientes con quemadura Controles (n=6) Valor

(n=12) de P
Edad (afios+SD) (rango) = 31+21 (15-81) 34+19 (15-71) 0.79

(NS)
SCQ (%£SD) (rango) 40£15 (15-60) - =

Sepsis (n) 8 - -
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7.1.Estandarizacion de la técnica ChlP-gPCR

Para la estandarizacion de la inmunoprecipitacion de la cromatina, se tomd como base el
método reportado por Hirose y colaboradores en 2014 (58). Brevemente, se aislaron los
leucocitos a partir de sangre periférica y posteriormente se realizé el entrecruzamiento de
ADN-proteinas usando formaldehido y glicina como agentes de entrecruzamiento. Las
condiciones de sonicado se estandarizaron cambiando la potencia, tiempo de sonicado y
pulsos que recibia la muestra con el fin de obtener fragmentos con tamafio de entre 200 y 500
pares de bases. Finalmente, las condiciones de sonicado se definieron y verificaron mediante
la visualizacion de los fragmentos de cromatina purificados en un gel de agarosa al 1.5%
(Figura 7).

1000 pb

300 pb

Figura 7. Reversion de entrecruzamiento y optimizacion de sonicacion.

A) Sonicacion al 10% de amplitud, usando 20 pulsos (carriles 3, 4, 5) 0 40 pulsos (carril 6), cada uno con 30 s de encendido
y 60 s de descanso. Carril 2, control sin sonicacion. Carril 3, control sin proteinasa K/sin incubacion 65 °C. Carril 4, control
sin proteinasa K/con incubacion 65 °C. Carril 5y 6, tratados con proteinasa K/incubacién 65 °C B) Sonicacion al 10% de
amplitud, usando 30 pulsos (carril 2), con 15 s de encendido y 60 s de descanso. Carril 1, marcador de peso molecular
de 1 kilobase.

Para estandarizar las condiciones de inmunoprecipitacion se usé como control positivo la
asociacion de la marca H3K27me3 sobre el promotor de IL-6 en leucocitos humanos, de
acuerdo a lo reportado previamente por Rios y colaboradores (59).

Los primeros ensayos mostraron muchas interacciones inespecificas, es decir, que la sefial
del anticuerpo irrelevante (IgG), era casi de la misma magnitud que la sefial del anticuerpo
para H3K27me3 en la regién promotora de IL-6 (Figura 8 A). Para observar un
enriquecimiento en los niveles de H3K27me3 en el promotor de IL-6, fue necesario disminuir
las interacciones inespecificas aumentando los lavados, el bloqueo y un cambio en las
concentraciones de sales de las soluciones utilizadas para los lavados (Figura 8 B).
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Figura 8. Optimizacion de las condiciones de inmunoprecipitacion de cromatina acoplada a PCR en tiempo real.

A) Se muestran los ensayos iniciales con uniones inespecificas en el anticuerpo irrelevante (IgG) para H3K27me3 en la
region promotora de IL-6. B) Muestra los ensayos con condiciones finales en los cuales las uniones inespecificas del
anticuerpo irrelevante (IgG) se ven disminuidas y presenta un enriquecimiento en los niveles de H3K27me3 para la
region promotora de IL-6, mostrando una diferencia estadisticamente significativa (promedio + SD; * p<0.05 con
andlisis de t-student).

7.2. ChIP-gPCR

Como ya se ha reportado, las modificaciones epigenéticas H3K4me3, H3K27mel vy
H3S28ph estan asociadas a la activacion de la transcripcién, mientras que la marca H3K9me2
se ha asociado a un silenciamiento en la transcripcion. Por otra parte, diversos estudios han
reportado una desregulacion en la expresion de diversas citocinas y genes asociados a
respuesta inflamatoria, tales como, IL-6, IL-8, 1I-1, IL-17, TNF-a, miR21 y c-Fos por lo
gue nos preguntamos si este aumento esta asociado a un cambio en las interacciones de
alguna de estas PTMs con las regiones promotoras de los genes. Para determinar si las
gquemaduras inducen la expresion de factores inflamatorios a través del reclutamiento de
H3K4me3, H3K9me2, H3K27mel y H3S28ph a las regiones promotoras de genes asociados
a la inflamacion, se realiz6 un ChIP-gPCR para examinar la acumulacién de las
modificaciones en las regiones promotoras de los genes blanco a través de los tiempos 1, 5y
10 dpg. Para cada caso, se realizaron analisis comparativos entre controles y pacientes con
quemaduras, y también entre pacientes con quemaduras que desarrollaron sepsis contra los
que no desarrollaron sepsis. Los andlisis estadisticos se hicieron usando ANOVA-one way.
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7.3. H3K4me3

7.3.1. Pacientes y Controles

Los niveles de H3K4me3 en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion (IL-
6, IL-1B, TNF-a, IL-17, IL-8, c-Fos y miR21) para los 1, 5 y 10 dpg, fueron
significativamente bajos en el grupo de quemados comparado con el control. Esto indica que
en respuesta a quemaduras las marcas epigenéticas tienen un cambio importante en las
regiones promotoras de genes inflamatorios. Ademas, lo anterior lleva a suponer que, ante
una lesion por quemadura, H3K4me3 en cierta medida tiene que ser depuesta de estos
promotores, probablemente para facilitar o promover la ocupacion por parte de otras marcas
de activacion y/o la disminucion de marcas de represion (Figura 9).

1 dia post-quemadura B 5 dias post-quemadura

10 dias post-quemadura
C  comuicaansd

B Pacienies H3KAmed
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IL6 IL-1B TNF-a L7  IL-8  cFos miR-21 IL-6 I8 TNFa  ILA7 L8 cFos  miR-21 IL6 ILAB  TNFa ILA7 L8  cFos miR-21

Figura 9. Niveles de H3K4me3 en pacientes con quemaduras graves.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-qPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3K4me3 e
IgG como anticuerpo irrelevante (control). Se compard el grupo control contra el grupo pacientes. Los niveles de
H3K4me3 en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por gPCR. Estos resultados
son presentados con una media +S.E.M. de tres repeticiones técnicas. ***p<0.0001, ****p<0.00001.

7.3.2. Sepsis y no sepsis

Como se menciond previamente, las marcas epigenéticas también fueron analizadas en los
pacientes con quemaduras agrupados en: los que desarrollaron sepsis y los que no la
desarrollaron. A pesar de que, con respecto a individuos sanos, la marca H3K4me3 baj6 en
todos los casos, al analizar los grupos de sepsis y no sepsis, algunos genes mostraron
enriquecimiento diferencial de esta marca. Tanto en 1 como 5 dpq, el promotor de I1L-1
mostro niveles superiores de H3K4me3 en los pacientes que desarrollaron sepsis, mientras
que TNF-a se encontrd disminuida. miR21, por otra parte, tuvo niveles inferiores en 5 dpq
en pacientes con sepsis, mientras que en 1 y 10 dpg no mostr6 diferencias entre los dos
grupos. Interesantemente, los pacientes que desarrollaron sepsis presentaron niveles
superiores de H3K4me3 en el promotor de c-Fos en 1 dpq con respecto a los niveles
observados en pacientes que no desarrollaron sepsis, pero este se vio disminuido en 5 dpq,
lo que revela que estos cambios son dinamicos durante el desarrollo de la respuesta
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inflamatoria. En 10 dpq, cuando la mayoria de los pacientes con sepsis ya habian sido
diagnosticados, los niveles de esta marca fueron homogéneos en los promotores analizados.
Es destacable entonces, que se observaron cambios en el enriquecimiento de esta marca solo
a tiempos cortos (1 y 5 dpb), cuando aln no se desarrollaba la sepsis (Figura 10).

1 dia post-quemadura No Sepsis y Sepsis B 5 dias post-quemadura Sepsis y No Sepsis 10 dias post-quemadura Sepsis y No Sepsis
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Figura 10. Niveles de H3K4me3 en pacientes con quemaduras graves de pacientes que desarrollaron o no sepsis.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-gPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3K4me3 e
IgG como anticuerpo irrelevante (control). Se comparé el grupo sepsis contra el grupo no sepsis. Los niveles de H3K4me3
en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por gPCR. Estos resultados son
presentados con una media +S.E.M. de tres repeticiones técnicas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****<p0.0001.

7.4.H3K9me2
7.4.1. Pacientes y controles

Los niveles de H3K9me2 en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion (IL-
6, IL-1B, TNF-a, IL-17, IL-8, c-Fos y miR21) para 1 dpq, fueron significativamente bajos
en el grupo de quemaduras comparados con el control; sin embargo, para 5 dpg no se observa
una disminucién estadisticamente significativa para ninguna region promotora de genes y,
por otro lado, para 10 dpg se observa una disminucion significativa para la region promotora
de TNF-a y miR-21. Esto indica que, en respuesta a quemaduras, H3K9me2 cambia
rapidamente a tiempos cortos en las regiones promotoras de genes inflamatorios y se nivela
alo largo del tiempo. Ademas, lo anterior lleva a suponer que, ante una lesion por quemadura,
esta marca tiene que ser rapidamente eliminada de los promotores, ya que es una marca de
represion y los genes de inflamacion necesitan ser rapidamente activados (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de H3K9me2 en pacientes con quemaduras graves.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-qPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3K9me2 e
IgG como anticuerpo irrelevante (control). Se compard el grupo control contra el grupo pacientes. Los niveles de
H3K9me2 en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por gPCR. Estos resultados
son presentados con una media +S.E.M. de tres repeticiones técnicas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

7.4.2. Sepsis y no sepsis

A pesar de que, con respecto a individuos sanos, la marca H3K9me2 bajo en todos los casos,
al analizar los grupos de sepsis y no sepsis, algunos genes mostraron enriguecimiento
diferencial de esta marca. En 1 dpq, los promotores de IL-1 e IL-8 mostraron niveles
aumentados de H3K9me2 en los pacientes que desarrollaron sepsis, mientras que en 5y 10

dpqg no se encontré diferencia significativa en los niveles de la marca para ninguna region
promotora (Figura 12).
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Figura 12. Niveles de H3K9me2 en pacientes con quemaduras graves de pacientes que desarrollaron o no sepsis.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-qPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3K9me2 e
1gG como anticuerpo irrelevante (control). Se comparé el grupo sepsis contra el grupo no sepsis. Los niveles de H3K9me2
en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por qPCR. Estos resultados son
presentados con una media #S.E.M. de tres repeticiones técnicas. **p<0.01 y ***p<0.001.
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7.5. H3S28ph

7.4.1. Pacientes y controles

Los niveles de H3S28ph en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion (IL-6,
IL-1B, IL-17, IL-8, c-Fos y miR21) para 1 dpq, fueron significativamente bajos en el grupo
de quemaduras comparado con el control; sin embargo, para 5 dpg no se observé diferencia
significativa en IL-8, y por otro lado, hubo una disminucién significativa en el promotor de
TNF-a, la cual no estuvo presente en el dia 1 y es destacable ya que es la Unica marca que
no tuvo disminucion significativa para la region promotora de TNF-a en 1 dpg. Finalmente,
para 10 dpq se observa una disminucion significativa para todas las regiones promotoras de
genes (Figura 13).
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Figura 13. Niveles de H3528ph en pacientes con quemaduras graves.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-qPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3528ph e
IgG como anticuerpo irrelevante (control). Se comparé el grupo control contra el grupo pacientes. Los niveles de
H3528ph en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por gPCR. Estos resultados
son presentados con una media +S.E.M. de tres repeticiones técnicas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

7.5.2. Sepsis y no sepsis

A pesar de que, con respecto a individuos sanos, la marca H3S28ph bajé en la mayoria de
los casos a excepcion de TNF-a, al analizar los grupos de sepsis y no sepsis, algunos genes
mostraron enriquecimiento diferencial de esta marca. En 1 dpq, el promotor de IL-13 y TNF-
o mostro niveles aumentados de H3S28ph en los pacientes que desarrollaron sepsis, mientras
que en 5 dpq, el promotor de IL-8 mostr6 niveles disminuidos. Por otro lado, en 10 dpq
observamos que los promotores de IL-6, TNF-a,, IL-17 e IL-8 mostraron niveles aumentados
de la marca en los pacientes que desarrollaron sepsis. Interesantemente, los niveles de
H3S28ph se encontraron diferencialmente alterados en méas regiones promotoras a tiempos
largos (10 dpq) que a tiempos cortos (1 y 5 dpq), en donde solo se presentaron alteraciones
en dos y una region promotora, respectivamente. Este dinamismo en la marca supone que la
regulacion se da de forma activa ante el estimulo de sepsis (Figura 14).
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Figura 14. Niveles de H3528ph en pacientes con quemaduras graves de pacientes que desarrollaron o no sepsis.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-gPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3528ph e
IgG como anticuerpo irrelevante (control). Se compard el grupo sepsis contra el grupo no sepsis. Los niveles de H3528ph
en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por gPCR. Estos resultados son
presentados con una media +S.E.M. de tres repeticiones técnicas. **p<0.01 y ***p<0.001.

7.6.H3K27mel

7.5.1. Pacientes y controles

Los niveles de H3K27mel en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacién (IL-
6, IL-1B y miR21) para 1, 5 y 10 dpq, fueron significativamente bajos en el grupo de
quemaduras comparado con el control, mientras que el promotor de TNF-a e IL-17, fueron
significativamente altos en 5 y 10 dpq en el grupo de quemaduras. Por otro lado, IL-8 y c-
Fos mostraron cambios en los tres periodos de tiempo, lo que indica que en respuesta a
guemaduras H3K27mel tienen cambios importantes y especificos en las regiones promotoras
de genes inflamatorios. Ademas, debido a que esta es una marca de activacion y que hay un
aumento en la expresion de los genes en quemaduras, nuestros resultados nos llevan a
suponer que, ante una lesion por quemadura, esta marca es altamente dindmica y que puede
participar directamente para promover la activacion de genes o indirectamente para facilitar
0 promover la ocupacion por parte de otras marcas de activacion y/o la disminucion de
marcas de represion (Figura 15).
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Figura 15. Niveles de H3K27mel en pacientes con quemaduras graves.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-qPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3K27mel e
IgG como anticuerpo irrelevante (control). Se comparé el grupo control contra el grupo pacientes. Los niveles de
H3K27mel en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por gPCR. Estos
resultados son presentados con una media + S.E.M. de tres repeticiones técnicas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
**%%p<0.0001.

7.6.2. Sepsis y no sepsis

Al analizar los grupos de sepsis y no sepsis, se observé que en 1 dpg, el promotor de IL-6,
TNF-a, IL-17, IL-8 y miR-21 mostrd niveles aumentados de H3K27mel en los pacientes
que desarrollaron sepsis, mientras que en 5 dpq, el promotor de IL-6 y c-Fos mostrd niveles
aumentados y por otro lado, IL-8 mostro niveles disminuidos. Asimismo, en 10 dpq
observamos que el promotor de IL-8 mantiene los niveles disminuidos de la marca, mientras
que IL-1B y c-Fos mostraron niveles aumentados en los pacientes que desarrollaron sepsis.
Interesantemente podemos observar como en 1 dpg hay una regulacion para casi todas las
regiones promotoras de genes, mientras que en 5y 10 dpg hay una disminucién en la cantidad
de genes con diferencia significativa (Figura 16).
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Figura 16. Niveles de H3K27mel en pacientes con quemaduras graves de pacientes que desarrollaron o no sepsis.

(A) Dia 1 post-quemadura, (B) dia 5 post-quemadura y (C) dia 10 post-quemadura en las regiones promotoras de genes
asociados a inflamacion los cuales fueron detectados por ChIP-qPCR. El ensayo fue realizado usando anti-H3K27mel e
IgG como anticuerpo irrelevante (control). Se compard el grupo sepsis contra el grupo no sepsis. Los niveles de
H3K27mel en las regiones promotoras de genes asociados a inflamacion fueron cuantificados por gPCR. Estos
resultados son presentados con una media #S.E.M. de tres repeticiones técnicas. **p<0.01 y ***p<0.001.
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8. Discusion

Los procesos fisioldgicos y moleculares que se desencadenan después de una quemadura ya
se han descrito y estan bien documentados; sin embargo, cdmo es que se monta y regula la
respuesta inflamatoria sigue teniendo algunos cabos sueltos, tales como, la via detallada de
regulacion y retroalimentacion de las sefiales que regulan los procesos pro y anti-
inflamatorios, la regulacion de la homeostasis de los procesos inflamatorios y la regulacion
del vinculo de la respuesta inmune innata y adaptativa (6-8).

En la actualidad se sabe que la epigenética es un importante regulador transcripcional, el cual
responde de manera rapida y concreta ante estimulos externos, como es el caso de las
quemaduras. Es por ello por lo que, en este proyecto de investigacién, analizamos las
alteraciones en los niveles de las modificaciones postraduccionales de la histona H3 asociada
a promotores de genes inflamatorios. Esto nos ayudara a entender la importancia e impacto
que las modificaciones postraduccionales pueden tener para el desarrollo de una respuesta
inmune controlada o bien, para dirigirla a una respuesta alterada, la cual, podria dar lugar a
alteraciones tales como el desarrollo de sepsis.

Las marcas de activacion H3K4me3 y H3S28ph estan disminuidas en respuesta a
quemaduras en casi todos los promotores de genes de inflamacion analizados durante los
primeros 10 dpb (Tabla 8). Las marcas H3K4me3 y H3S28ph se han asociado con activacion
de la transcripcion, ya que la trimetilacion de lisina 4 en la histona H3 es una modificacion
clave que esta involucrada en la regulacion transcripcional debido a que se encuentra cerca
de los Sitios de Inicio de la Transcripcion (TSS) vy, por otro lado, la fosforilacion de serina
28 en la histona H3 contrarresta el silenciamiento del complejo Polycomb mediante la
disociacion del complejo en respuesta a algunas sefiales externas (39, 45). En nuestro trabajo,
los niveles disminuidos de estas marcas se contraponen con los niveles aumentados de la
expresion de estos genes en respuesta a quemaduras, lo que nos lleva a pensar que estas
marcas son sustituidas por otras marcas de activacion especificas del estimulo, como podria
ser laH3K27ac, ya que se sabe que actla en procesos inflamatorios y es afectada por la marca
adyacente H3S28ph. Previamente, Kimball y colaboradores (2017), también reportaron que
a pesar de una disminucion de la marca H3K4me3, se presentaba un aumento en la expresion
de 1L-1B y TNF-a en monocitos de pacientes con diabetes mellitus (DM), lo cual refuerza la
hipotesis que existen procesos y marcas epigenéticas especificos que sustituyen y regulan la
activacion de la transcripcion en pacientes con inflamacién (52).

Otra de las marcas asociadas con activacion transcripcional es H3K27mel (48). Nosotros
observamos que en 1 dpq, esta marca estd disminuida en todos los genes de inflamacion
analizados, pero a partir del dia 5, se encuentra diferencialmente enriquecida en algunos
genes (Tabla 8). Por ejemplo, en el promotor de TNF-a e IL-17, la marca H3K27mel se
encuentra aumentada desde el dia 5. Estos genes participan en respuesta inflamatoria causada
por infecciones flungicas o bacterianas (60). El aumento de H3K27mel, sugiere que esta
mono metilacion tiene un papel importante en el mantenimiento de los niveles de expresion
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transcripcional de TNF-a e IL-17 a los 5 y 10 dpb, probablemente aumentando en respuesta
al inicio del establecimiento de posibles procesos infecciosos.

H3K9me2 es una marca de represién que se ha reportado ampliamente distribuida en la
eucromatina (42). Interesantemente, esta marca de represion se encontro disminuida a 1 dpb
(Tabla 8), probablemente como parte de los mecanismos que permiten el rapido cambio del
estado transcripcional de estos genes hacia un estado activo cuando hay un estimulo
inflamatorio.

Por otra parte, si bien como se mencioné previamente, en términos generales las marcas
analizadas tienden a disminuir en respuesta a quemaduras, nosotros quisimos analizar si habia
diferencias entre los pacientes que desarrollaron sepsis y los que no desarrollaron sepsis.
Debido a que los pacientes que desarrollaron sepsis fueron diagnosticados entre 6 y 12 dpq,
los dias 1 y 5 constituyen una etapa previa al desarrollo de sepsis (Tabla 3) y podrian
ayudarnos a comprender factores epigenéticos involucrados en el desarrollo y/o
predisposicion al desarrollo de sepsis.

En general, la mayoria de las diferencias encontradas fueron en las marcas de activacion. En
1 dpqg, en la mayoria de los casos se observaron niveles aumentados de enriquecimiento de
estas PTMs en los promotores de pacientes que desarrollaron sepsis (Tabla 9). Esto podria
significar que la disminucion tan marcada de estas PTMs de activacion (H3S28ph, H3K4me3
y H3K27mel) en respuesta a quemaduras, es necesaria para mejorar el prondstico de los
pacientes y evitar el desarrollo de sepsis. Asi, una disminucion en menor grado podria generar
susceptibilidad al desarrollo de sepsis.

Interesantemente, en 5 dpg, varias de estas PTMs cambian sus niveles y disminuye su
enriquecimiento en estos mismos promotores de pacientes que desarrollan sepsis. Lo anterior
podria formar parte de un mecanismo encaminado a controlar estas alteraciones, y llevar los
niveles de las PTMs hacia los mismos niveles que se observan en el grupo de no sepsis.

Finalmente, a 10 dpg, cuando en la mayoria de los pacientes del grupo de sepsis ya se ha
establecido el diagnostico, solo hay niveles diferenciales en las marcas S28ph y K27mel. Se
ha reportado que la marca S28ph es una marca epigenética implicada en la respuesta a estreés,
promoviendo el desplazamiento del complejo Polycomb en la marca adyacente H3K27me3,
promoviendo el aumento de acetilacion en K27mel. Lo anterior, es consistente con nuestro
hallazgo de estas alteraciones en respuesta a sepsis establecida, lo que indica su papel en el
restablecimiento de la condicién de los pacientes, tratando de contrarrestar el proceso de
sepsis.

34



Tabla 8. Modelo epigenético para el grupo pacientes contra individuos sanos

Kdme3 |
K9me2
K27mel1 | ™

28ph

Negro: niveles de la marca en el grupo control (sano), Rojo: niveles disminuidos de la marca y Azul: niveles aumentados
de la marca en el grupo de pacientes comparado con el grupo control para las regiones promotoras de genes asociados

a inflamacion.
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Tabla 9. Modelo epigenético para el grupo sepsis contra el grupo no sepsis.

Control

Sepsis

Gen

IL-6

IL-1B

TNF-a

IL-17

IL-8

c-Fos

miR-21

Negro: niveles de la marca en el grupo control (no sepsis), Rojo: niveles disminuidos de la marca y Azul: niveles
aumentados de la marca en el grupo de sepsis comparado con el grupo no sepsis para las regiones promotoras de genes

asociados a inflamacion.
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9. Conclusiones

En este proyecto se demostrd que existe un perfil diferencial de las marcas H3K4me3,
H3K9me2, H3S28ph y H3K27mel en las regiones promotoras de los genes IL-6, IL-1[3,
TNF-a, IL-17, IL-8, c-Fos y miR-21 en linfocitos de pacientes con quemaduras graves y
pacientes que desarrollaron o no sepsis a 1, 5y 10 dias post-quemadura.

Agrupando nuestros resultados, proponemos un modelo epigenético para cada region
promotora de genes asociados a inflamacion para tener un panorama general de la regulacion
dada por las PTMs.

10. Perspectivas

Se propone realizar estudios en células THP-1 o Jurkat retadas con polisacarido para inducir
una respuesta inflamatoria en condiciones reguladas, lo cual nos ayudara a determinar de
manera mucho mas precisa cuales son las marcas epigenéticas que estan presentes durante y
después del desarrollo de sepsis.

Asimismo, se propone realizar un modelo de mutacion para H3S28ph, el cual consiste en
generar mutantes para S28 las cuales induzcan un alta en la fosforilacion y, por otro lado,
mutantes que eviten la fosforilacion. Este experimento ayudaria a dilucidar el papel que tiene
H3S28ph en el proceso de proteccion de las células ante estimulos como la inflamacion o
sepsis.
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11. Anexos

Anexo 1. Cartas de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F., a de de

A quién corresponda:

A través de esta carta se le invita a participar en un protocolo de investigacion médica que se
Ileva a cabo en el Laboratorio de Medicina Gendmica del Ceniaq, en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion. Dicho trabajo de investigacion se titula ""ldentificacién de alteraciones
epigenéticas a nivel sistémico en el paciente quemado™ y se encuentra a cargo de la Dra.
Maria del Rocio Suarez Sanchez, Investigadora en Ciencias Médicas del Instituto Nacional
de Rehabilitacion.

Justificacion y objetivo del protocolo de investigacion médica. Cuando ocurre una
guemadura se activan mecanismos celulares y moleculares que propician la respuesta
inflamatoria tanto en el sitio de la lesion como en el resto del cuerpo, lo que pude llevar a la
falla de multiples drganos, tales como higado, rifion, pulmon, cerebro, corazon, etc.
Asimismo, el organismo reacciona con el fin de contrarrestar los efectos producidos por la
guemadura. Estas alteraciones incluyen cambios en la expresion de genes y cambios en las
concentraciones de muchas sustancias. Por ejemplo, se ha visto que el 6xido nitrico aumenta
sus niveles en sangre ante una lesion por quemadura severa. El 6xido nitrico utiliza
mecanismos conocidos como epigenéticos para modular la expresion de genes. Por esta
razén, en este proyecto se plantea estudiar los cambios en la regulacién epigenética en
linfocitos de sangre periférica provocados por los niveles aumentados de 6xido nitrico en
sangre de pacientes con guemadura severa. Esto contribuird a explicar las maultiples
alteraciones que ocurren en los pacientes con quemaduras severas, lo que llevaréa a proponer
alternativas terapéuticas que permitan controlar la respuesta inflamatoria sistémica producida
por estas lesiones graves.

Procedimiento. En caso de aceptar, la participacion consistird en la donacién de tres muestras
de sangre periférica en los dias 1, 5y 10 post-quemadura (aproximadamente 4 ml de sangre
cada una) de la vena de un brazo, bajo las medidas de seguridad e higiene establecidas por
las normas internacionales. El riesgo asociado a este procedimiento es minimo y consiste
solo en la posible aparicion de un moreton temporal en el sitio de la puncién. Todos los
materiales que se utilicen para la toma de muestra son nuevos y estériles y seran abiertos en
presencia del paciente. La muestra de sangre sera cuidadosamente resguardada en el
Laboratorio de Medicina Gendmica del CENIAQ en el Instituto Nacional de Rehabilitacion,
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y su identidad estara protegida usando nimeros de folios en lugar de su nombre. EI material
obtenido a partir de sus muestras sera empleado solamente para fines de investigacion y los
resultados y los productos obtenidos no seran usados con fines de lucro. Asimismo, con la
firma de este documento se solicita autorizacion para el uso de la informacion y material
derivado de esta investigacion con fines de difusidn, y se solicita el consentimiento para
emplear las muestras bioldgicas en futuros estudios manteniendo siempre la confidencialidad
de los datos del paciente.

La participacion en el estudio es voluntaria y podréa retirarse del protocolo en el momento
que lo desee 0 negarse a participar sin que ello demerite de ninguna manera en la calidad de
la atencion hospitalaria que recibe en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. Asimismo, los
investigadores involucrados en el estudio se comprometen a responder cualquier pregunta y
aclarar cualquier duda acerca de los procedimientos que se lleven a cabo (tel. 59991000 ext
14710, Dra. Maria del Rocio Suarez Sanchez, Laboratorio de Medicina Genémica, 6° piso
del Ceniag, Instituto Nacional de Rehabilitacion; tel. 59991000 ext 14710, Dr. Oscar
Hernandez Hernandez, Laboratorio de Medicina Gendmica, 6° piso del Ceniaq, Instituto
Nacional de Rehabilitacion).

Si bien los beneficios directos derivados de su participacion en este protocolo de
investigacion pudieran no ser inmediatos, los resultados del presente estudio contribuirén al
avance en el conocimiento y para el mejor entendimiento de los procesos que ocurren ante
una lesion por quemadura severa, lo que en un futuro ayudara a proponer alternativas
terapéuticas. La participacion en este estudio no generara ninguna compensacion econémica,
ni tampoco implicara ningln gasto por parte del participante.

En el caso de pacientes menores de edad o bien de personas con alguna incapacidad legal
para tomar la decision de participar en el estudio, se solicitara la firma del padre o tutor.
Adicionalmente, se solicitara la firma y datos de al menos dos testigos, y el consentimiento
informado se extendera por duplicado para entregar un ejemplar al participante.

Participante:

Firma:

Nombre:

Datos de contacto:

Fecha:

- En caso de padre o tutor:

o Relacion con el participante:

o Razon por la firma de padre o tutor:

Testigo 1:

Firma:
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Nombre:

Datos de contacto:

Relacion con el participante:

Fecha:

Testigo 2:

Firma:

Nombre:

Datos de contacto:

Relacion con el participante:

Fecha:

Investigador Responsable:

Firma:

Nombre:

Datos de contacto:

Fecha:

: | _— inf o (Individ
CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F., a de de

A quién corresponda:

A través de esta carta se le invita a participar en un protocolo de investigacion médica que se
lleva a cabo en el Laboratorio de Medicina Gendmica del Ceniaq, en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion. Dicho trabajo de investigacion se titula ""Identificacion de alteraciones
epigenéticas a nivel sistémico en el paciente quemado™ y se encuentra a cargo de la Dra.
Maria del Rocio Suarez Sanchez, Investigadora en Ciencias Médicas del Instituto Nacional
de Rehabilitacion.
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Justificacién y objetivo del protocolo de investigacion médica. Cuando ocurre una
guemadura se activan mecanismos celulares y moleculares que propician la respuesta
inflamatoria tanto en el sitio de la lesion como en el resto del cuerpo, lo que pude llevar a la
falla de mdltiples drganos, tales como higado, rifion, pulmon, cerebro, corazon, etc.
Asimismo, el organismo reacciona con el fin de contrarrestar los efectos producidos por la
quemadura. Estas alteraciones incluyen cambios en la expresion de genes y cambios en las
concentraciones de muchas sustancias. Por ejemplo, se ha visto que el éxido nitrico aumenta
sus niveles en sangre ante una lesién por quemadura severa. El éxido nitrico utiliza
mecanismos conocidos como epigenéticos para modular la expresion de genes. Por esta
razon, en este proyecto se plantea estudiar los cambios en la regulacion epigenética en
linfocitos de sangre periférica provocados por los niveles aumentados de éxido nitrico en
sangre de pacientes con quemadura severa. Esto contribuira a explicar las multiples
alteraciones que ocurren en los pacientes con quemaduras severas, lo que llevara a proponer
alternativas terapéuticas que permitan controlar la respuesta inflamatoria sistémica producida
por estas lesiones graves.

Procedimiento. En caso de aceptar, la participacion consistira en la donacién de una muestra
de sangre periférica (aproximadamente 4 ml de sangre) de la vena de un brazo, bajo las
medidas de seguridad e higiene establecidas por las normas internacionales. El riesgo
asociado a este procedimiento es minimo y consiste solo en la posible aparicion de un
moreton temporal en el sitio de la puncién. Todos los materiales que se utilicen para la toma
de muestra son nuevos y estériles y seran abiertos en presencia del paciente. La muestra de
sangre sera cuidadosamente resguardada en el Laboratorio de Medicina Gendmica del
CENIAQ en el Instituto Nacional de Rehabilitacion, y su identidad estaréa protegida usando
numeros de folios en lugar de su nombre. EI material obtenido a partir de sus muestras sera
empleado solamente para fines de investigacion y los resultados y los productos obtenidos
no seran usados con fines de lucro. Asimismo, con la firma de este documento se solicita
autorizacion para el uso de la informacién y material derivado de esta investigacion con fines
de difusion, y se solicita el consentimiento para emplear las muestras bioldgicas en futuros
estudios manteniendo siempre la confidencialidad de los datos del paciente.

La participacion en el estudio es voluntaria y podré retirarse del protocolo en el momento
que lo desee o negarse a participar. Asimismo, los investigadores involucrados en el estudio
se comprometen a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda acerca de los
procedimientos que se lleven a cabo (tel. 59991000 ext 14710, Dra. Maria del Rocio Suarez
Sénchez, Laboratorio de Medicina Gendmica, 6° piso del Ceniaq, Instituto Nacional de
Rehabilitacion; tel. 59991000 ext 14710, Dr. Oscar Hernandez Hernandez, Laboratorio de
Medicina Gendmica, 6° piso del Ceniaqg, Instituto Nacional de Rehabilitacion).

Si bien los beneficios directos derivados de su participacién en este protocolo de
investigacion pudieran no ser inmediatos, los resultados del presente estudio contribuirén al
avance en el conocimiento y para el mejor entendimiento de los procesos que ocurren ante
una lesion por quemadura severa, lo que en un futuro ayudard a proponer alternativas
terapéuticas. La participacion en este estudio no generara ninguna compensacion econémica,
ni tampoco implicara ningun gasto por parte del participante.
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En el caso de pacientes menores de edad o bien de personas con alguna incapacidad legal
para tomar la decision de participar en el estudio, se solicitara la firma del padre o tutor.
Adicionalmente, se solicitara la firma y datos de al menos dos testigos, y el consentimiento
informado se extendera por duplicado para entregar un ejemplar al participante.

Participante:

Firma:

Nombre:

Datos de contacto:

Fecha: - Encaso de
padre o tutor:

o Relacion con el participante:

o Razon por la firma de padre o tutor:

Testigo 1:

Firma:

Nombre:

Datos de contacto:

Relacién con el participante:

Fecha:

Testigo 2:

Firma:

Nombre:

Datos de contacto:

Relacién con el participante:

Fecha:

Investigador Responsable:

Firma:

Nombre:

Datos de contacto:

Fecha:
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