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1. Resumen

El incremento de la obesidad y sus comorbilidades, plantea un enorme desafio para la
salud en todo el mundo. Una caracteristica de la obesidad, es la disrupcién de la
homeostasis energética que resulta en el detrimento de la calidad de vida de los
individuos que la padecen. Por lo tanto entender y dilucidar los mecanismos moleculares
subyacentes a ésta patologia puede ser una via para desarrollar estrategias terapéuticas
que prevenga la mortalidad de la poblacion cada vez mas obesa. Debido a que la
obesidad altera la fisiologia de todo el organismo, se requieren modelos animales para
estudiar los efectos del aumento de la adiposidad. El nematodo Caenorhabditis elegans,
un organismo considerado como sencillo, que tiene caracteristicas genéticas y
fisiolégicas que permiten realizar investigacion en obesidad, se crecid en condiciones
que mimetizan a la obesidad de los mamiferos. Los resultados indican que en respuesta
a glucosa, el factor de trascripcion MXL-3 (Max-like 3) se activa para generar un aumento
generalizado de lipidos a través de la induccion de genes que controlan la sintesis de
lipidos de novo, como son: el factor transcripcional SBP-1, las enzimas pod-2 y fasn-1.
Ademas, que el tratamiento con el farmaco metformina bloquea la actividad de MXL-3
que produce una concomitante disminucion de los lipidos almacenados por la alta
glucosa. En suma, este trabajo propone un mecanismo de regulacién dirigido por
MXL-3, el cual podria ser empleado como un potencial blanco terapéutico para el

tratamiento de enfermedades asociadas con la obesidad.



2. Introduccion

La obesidad constituye un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades que se
consideran de gran importancia para la salud publica como la diabetes mellitus tipo II,
enfermedades cardiacas, la hipertension, el sindrome metabdlico y diversas formas de
cancer, entre otras. La obesidad se define por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que es perjudicial para la salud. El
incremento de la obesidad, se debe en parte, al estilo de vida que tienen las personas
que viven principalmente en zonas urbanas con poca actividad fisica y con un elevado
consumo hipercaldrico. Actualmente, se considera que la obesidad afecta a cerca del
12% de la poblacién mundial, y su prevalencia ha tenido un crecimiento alarmante al
estimarse que, en conjunto con el sobrepeso, causa alrededor de 3.4 millones de

muertes al ano en todo el mundo (Ng et al., 2014; Rippe & Angelopoulos, 2016).

De acuerdo con un informe reciente, el mundo ha transitado de ser uno donde la
prevalencia de desnutricibn era mas del doble que la obesidad, a otro en el que la
obesidad se incrementd considerablemente (Di Cesare et al., 2016). De hecho, se estima
que el peso de la poblacién mundial aumenté en promedio 1.5 kilogramos (por persona)
por cada década transcurrida y que en el aino 2014, ya habia el triple de hombres y el
doble de mujeres obesas respecto a 1975, periodo que abarcé el estudio (Di Cesare et
al., 2016). El mismo reporte indica que el estado actual de la prevalencia de la obesidad
entre mujeres y hombres mexicanos también es preocupante. En 2014, México ya
ocupaba el sexto lugar del ranking mundial de mujeres y hombres mas obesos en el

mundo, siendo de 13.9 millones para mujeres y de 8.9 millones de hombres con
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obesidad, que representa el 3.7% y el 3.3% respectivamente, de la poblacion mundial
con obesidad (Di Cesare et al., 2016). Estimaciones futuras sugieren que para el afio
2050 la poblacion afectada por sobrepeso, obesidad o diabetes tipo Il en todo el mundo
sera de aproximadamente 366 millones de personas. Tan s6lo en América Latina se
estima que la prevalencia de diabetes y obesidad crezca del 14% a un 20% (Ng et al.,
2014; Rippe & Angelopoulos, 2016). Para México, las expectativas sobre obesidad para
el ano 2050 presentan una marcada tendencia a incrementar, al estimarse que
aumentara alrededor de un 88% de la poblacion total, al considerar un incremento de

34% de personas con sobrepeso y 54% con obesidad (Rtveladze et al., 2014).

Como es de esperarse, el alarmante incremento de éste problema de salud publica ha
llamado la atencién de numerosos grupos de investigacion alrededor del mundo, que se
han enfocado en tratar de dilucidar y comprender los mecanismos celulares involucrados
en la génesis de esta patologia; y que eventualmente encuentren alternativas de
tratamiento o incluso de prevencion que eviten el decaimiento de la salud, asi como el
colapso econdmico de los sistemas de salud de los paises con altos indices de obesidad.
Como consecuencia de esta busqueda incesante, diversos investigadores han realizado
estudios en organismos modelo para tratar de explicar los efectos deletéreos de éstas
patologias relacionadas con el metabolismo energético, como la obesidad. Dentro de los
modelos de investigacion, se ha propuesto al nematodo Caenorhabditis elegans, un
organismo considerado como sencillo, que tiene caracteristicas genéticas y algunas
fisiologicas que permiten realizar investigacion en obesidad y los resultados que se
obtengan se puedan extrapolar y comparar con los obtenidos en otros organismos, como

los mamiferos (Jones & Ashrafi, 2009).



2.1. Caenorhabditis elegans como modelo para estudiar la
obesidad

El nematodo Caenorhabditis elegans fue introducido como modelo de estudio en 1963
por Sydney Brenner (Brenner, 1974; Felix & Braendle, 2010). C. elegans se considera
como un organismo innovador de investigacion que permite explorar diversas areas de
la biologia moderna como el metabolismo, el desarrollo, la neurobiologia y el
comportamiento. C. elegans es un organismo transparente, no parasito, de vida libre,
que suele habitar en suelos humedos y templados en todo el mundo. Un animal adulto
mide alrededor de 1 mm de longitud, es de facil manipulacion y se puede cultivar a gran
escala en incubadoras de laboratorio con espacios reducidos (Hope, 1999). Su ciclo de
vida es corto, en condiciones de cultivo estandar es de aproximadamente 3 dias a 20 °C
desde que es embrion hasta la adultez, y durante su crecimiento presenta diversas
etapas de desarrollo que inicia con una fase embrionaria, seguido de cuatro estadios
juveniles (llamados L1 a L4), hasta alcanzar la etapa adulta (Figura 1) (Felix & Braendle,

2010; Hope, 1999).

En el laboratorio, C. elegans se cultiva sobre una superficie de agar nutritivo contenido
en cajas de Petri y se alimenta con la bacteria no patégena Escherichia coli auxétrofa de
uracilo, OP50-1 (Hope, 1999). Se pueden desarrollar y reproducir a una amplia gama de
temperaturas, sin embargo, por debajo de 8 °C su desarrollo se detiene y por arriba de
los 27 °C se vuelven estériles, por lo que la temperatura 6ptima para su cultivo y

experimentacion es de 20 °C (Corsi, Wightman, & Chalfie, 2015). Los nematodos en



cultivo pueden encontrarse como hermafroditas o machos, prevaleciendo en la poblacion
los organismos hermafroditas (auto-fertilizacion) y solo un 0.2% son machos (Corsi et al.,
2015). Un nematodo adulto cuenta con un numero invariable de 959 células somaticas,
esta caracteristica permite a los investigadores rastrear in vivo el destino de cada célula
mediante marcadores especificos desde la fertilizacion y hasta la edad adulta (Corsi et

al., 2015; Hope, 1999).

C. elegans fue el primer organismo multicelular al que se le secuencié su genoma por
completo, lo que ha permitido identificar muchos genes relacionados con el desarrollo
celular y el metabolismo intermediario, estableciéndose que la mayoria de las vias
metabdlicas y los mecanismos de regulacion para el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, entre muchas otras, estan conservadas a través de la evolucion (Corsi et
al., 2015; Felix & Braendle, 2010). En conjunto, estas cualidades genéticas y
experimentales permitieron posicionar a C. elegans como un organismo modelo de
excelencia para llevar a cabo estudios de vanguardia, que permiten avances en el

conocimiento bioquimico de organismos mas complejos como los mamiferos.
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Figura 1. Ciclo de vida del nematodo C. elegans a 22°C. En azul se indica el tiempo que
transcurre entre cada etapa de desarrollo, junto a cada etapa se indica la longitud que alcanza
el nematodo en um. (Imagen tomada de C. elegans Atlas, (Hall & Altun, 2008))

2.2. Los lipidos como fuente de energia en los mamiferos y
C. elegans
Para sobrevivir todos los organismos deben equilibrar el consumo vy la utilizacion de
energia, y los lipidos son una fuente importante de energia que se encuentra
almacenada. Una de las familias mas importantes de los lipidos esta representada por
los acidos grasos, que desempenan funciones muy importantes tanto en el metabolismo
energético como en la estructura de las membranas celulares, ademas de ser
precursores de moléculas involucrados en diversos procesos bioldgicos que incluyen a

11



las hormonas esteroideas, las vitaminas y los acidos biliares (Nelson & Cox, 2005).
Algunos lipidos de importancia clinica que se encuentran en muestras de plasma
humano incluyen al colesterol, ésteres de colesterol, fosfolipidos, glucolipidos, acidos
grasos Y triacilglicéridos (TAGs). En los mamiferos, se estima que entre el 5% y 25% del
total de su peso corporal es debido a los lipidos y que hasta el 90% de éstos se
encuentran en forma de TAGs (Choe, Huh, Hwang, Kim, & Kim, 2016). Los TAGs se
almacenan principalmente en el tejido adiposo cuya funcién basica es suministrar
energia a otros érganos en forma de acidos grasos libres (FFA). Los lipidos se sintetizan
y se metabolizan continuamente por las células para mantener su homeostasis, sin
embargo cuando ésta se desregula, pueden desarrollarse varias patologias como la

obesidad y la diabetes mellitus tipo Il (Choe et al., 2016; Rui, 2014).

Mediante determinacién bioquimica en C. elegans, se ha determinado que el contenido
de sus lipidos estan principalmente en forma de TAGs y que aproximadamente entre el
40 y el 55% provienen de la dieta (Ashrafi, 2006; Tanaka et al., 1996). Es de destacar
que muchos de los genes, proteinas y vias relacionadas con el metabolismo de lipidos
estan altamente conservadas entre C. elegans y mamiferos, que comprenden desde
reguladores del sistema nervioso que modulan el metabolismo de los lipidos, hasta
aquellas que alteran el comportamiento y el patréon de su alimentacion (Jones & Ashrafi,
2009). Los reguladores del almacenamiento de lipidos actuan directamente en los tejidos
que contienen los principales depdsitos de lipidos en el organismo, que incluyen a las
células intestinales e hipodérmicas, porque aunque el nematodo no cuenta con un tejido
adiposo especifico, si tiene células que desempenan la funcién del tejido adiposo de

mamifero (Lemieux & Ashrafi, 2015). Existen también sistemas transportadores de

12



lipidos entre células y tejidos (Jones & Ashrafi, 2009) (Figura 2). Analisis genéticos han
sugerido que C. elegans tiene alrededor de 471 genes relacionados con lipidos y que
poco mas del 50% (aproximadamente 237 genes) estan conservados con los humanos
y de éstos, 71 genes se han asociado con enfermedades humanas (Witting & Schmitt-
Kopplin, 2016). Aunque el nematodo es auxoétrofo de colesterol, y por lo tanto requiere
de su aporte via la dieta para su viabilidad (Ashrafi, 2007), C. elegans si es capaz de
sintetizar una gran cantidad de lipidos que incluyen a los acidos grasos saturados, mono
y poli-insaturados que pueden ser modificados por las enzimas elongasas y desaturasas
de acidos grasos (Srinivasan, 2015), ademas su perfil puede variar de acuerdo de la
disponibilidad de nutrientes. Dietas ricas en glucosa o acidos grasos los aumenta hasta
en un 70% (Deline, Vrablik, & Watts, 2013; Moreno-Arriola, El Hafidi, Ortega-Cuellar, &

Carvajal, 2016).

Figura 2. Vias y elementos reguladores del metabolismo de lipidos conservados entre C.
elegans y mamiferos. En azul, los reguladores del sistema nervioso, en rojo los reguladores
para almacenamiento de lipidos y en verde los transportadores de lipidos entre células y tejidos.
(Imagen tomada de (Jones & Ashrafi, 2009))
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2.2.1.Sintesis y almacenamiento de lipidos en mamiferos y
C. elegans, una breve descripcion

En mamiferos los lipidos de almacenamiento tienen dos origenes, uno exégeno
proveniente de la dieta y el enddégeno, donde los acidos grasos resultan de la sintesis de
novo y de la oxidacion de los lipidos almacenados. La sintesis lipidica de novo se inicia
con una molécula de acetil-CoA; la cual es usada como sustrato para formar malonil-CoA
a través de la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC1). Posteriormente el malonil-CoA
junto con el NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato reducido) son utilizados
como precursores para la sintesis de acido palmitico (acido graso saturado de 16
carbonos) por la enzima sintasa de acidos grasos (FAS) (Srinivasan, 2015). El acetil-CoA
es un precursor para la sintesis de lipidos o lipogénesis y por lo tanto la producciéon de
acidos grasos libres (FFA) (Figura 3). Después de una ingesta, la enzima glucocinasa
hepatica (GK) se induce por accion de la via de la insulina para promover la sintesis de
acetil-CoA que es sustrato para sintetizar acidos grasos (Dentin et al., 2004; Rui, 2014).
Los acidos grasos que se producen via lipogénesis se convierten a TAGs vy

subsecuentemente se transportan como VLDLs para almacenarse en tejido adiposo.
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Figura 3. Representacion esquematica para la sintesis de acidos grasos y triacilglicéridos
(TAG) a partir de glucosa en mamiferos. En azul se muestran las enzimas y en negro los
intermediarios metabdlicos. (Imagen tomada de (Rui, 2014))

En C. elegans al igual que en otros organismos superiores los acidos grasos se
almacenan en forma de TAGs, éstos se obtienen a partir de la dieta bacteriana y por
sintesis de novo a partir de acetil-CoA y a través de diversas enzimas especificas como
la acetil-CoA carboxilasa y la sintasa de acidos grasos llamadas, POD-2 y FASN-1
respectivamente (Watts, 2009) ambos genes se expresan ubicuamente y en todos los
estadios larvales del nematodo (Figura 4) (K. Z. Lee, Kniazeva, Han, Pujol, & Ewbank,
2010; Li & Paik, 2011). Estudios recientes sugieren que aproximadamente un 10% de los
lipidos acumulados en el nematodo provienen de la sintesis de novo y que las principales
células involucradas en la sintesis, absorcion, almacenamiento y movilizacién de lipidos

son las células intestinales (Srinivasan, 2015; Watts, 2009).
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Figura 4. Representacion esquematica de la via de sintesis de lipidos en C. elegans. Similar
a los mamiferos, la dieta aporta acidos grasos y precursores lipogénicos como la glucosa.
(Imagen tomada de (Watts, 2009))

En el nematodo, los lipidos almacenados se encuentran principalmente en dos
estructuras: las gotas de lipidos (LD) y en organelos asociados a los lisosomas (LRO).
La composicion de las LD de C. elegans es similar a la encontrada en otras especies,
estan delimitadas por una monocapa de fosfolipidos y contienen diversas proteinas,
mientras que los LRO son estructuras subcelulares que comparten algunas
caracteristicas con los endosomas/lisosomas pero su funciéon y morfologia pueden ser

distintas (Figura 5) (Marks, Heijnen, & Raposo, 2013).
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Figura 5. Estructuras celulares que almacenan lipidos en C. elegans. A) Corte transversal
de un nematodo silvestre adulto donde se delimita una célula intestinal en azul y el lumen
intestinal en rojo. Imagen por microscopia electronica de transmision, con un aumento de 1450X.
B) Modelo que representa componentes reguladores de lipidos en C. elegans de una célula
intestinal. Gotas de lipidos (LD) y organelos relacionados con lisosomas (LRO). (Imagen tomada
de (Srinivasan, 2015))

2.2.2.Catabolismo de lipidos en mamiferos y C. elegans

Fisiolégicamente, cualquier organismo debe ser capaz de regular la produccion,
utilizacion y almacenamiento de energia. El catabolismo o utilizacion de lipidos inicia con
la movilizacion de los lipidos almacenados a través de la hidrdlisis de los TAGs, que
conlleva a la liberacién de los acidos grasos y glicerol, mediante la accion de enzimas
lipasas. Los acidos grasos liberados son esterificados con la coenzima A (CoA),
generando acidos grasos libres-CoA (FA-CoA) los cuales son internalizados a la
mitocondria mediante una transferasa de acidos grasos, la carnitina palmitoil-transferasa
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Iy Il (CPT-ly CPT-Il), que es la primera proteina limitante de 3-oxidacion. La B-oxidacion
es un proceso mediante el cual se obtiene energia a partir de acidos grasos que se lleva
a cabo en la mitocondria y en el peroxisoma (Rui, 2014). Una vez que llegan los acidos
grasos a la matriz mitocondrial, éstos sufren hidrolisis ciclica y cada ciclo genera una

molécula de acetil-CoA que es destinado a la produccion de ATP (Figura 6).

Figura 6. Representacion esquematica de la B-Oxidacién de lipidos en mamiferos. Los
acidos grasos transportados a la matriz mitocondrial son oxidados y los productos de la -
oxidacion son empleados como sustratos del ciclo de Krebs y la cadena transportadora de
electrones para producir ATP.
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El proceso de B-oxidacién de acidos grasos en C. elegans se lleva a cabo de la misma
manera que en mamiferos, siendo un proceso conservado en la evolucion, y que esta
destinado a la produccién de energia. Brevemente, los acidos grasos se obtienen
mediante un proceso de hidrélisis de lipidos o lipdlisis, en el primer paso de la lipdlisis se
produce la liberacidn de los acidos grasos del glicerol mediante la accién de enzimas
lipasas neutras como la ATGL (Triacil Glicerol Lipasa), la DAGTL (Diacil Glicerol Lipasa)
y de lipasas lisosomales como LIPL-1 y LIPL-3, entre otras para posteriormente ser

hidrolizados por la B-oxidacion (Srinivasan, 2015), (Figura 7).

Figura 7. Representacion del modelo de -Oxidacion de lipidos en C. elegans. Los acidos
grasos liberados del glicerol, por accion de las enzimas lipasas, son internalizados y oxidados
para producir moléculas de Acetil CoA que seran utilizadas por el ciclo de Krebs y la cadena
transportadora de electrones para producir ATP. (Imagen tomada de (Srinivasan, 2015))
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2.3. Regulacion transcripcional del metabolismo de lipidos en
organismos superiores

Los factores de transcripcion son esenciales para la regulacién de la expresion génica
de procesos celulares vitales. Por lo tanto, la red de interacciones entre las proteinas y
el DNA son fundamentales para la regulacion celular apropiada. ElI metabolismo de
lipidos como todo proceso celular, es regulado por diversos factores transcripcionales al
intervenir en pasos criticos en el control de vias que conducen a su sintesis y utilizacion
(Figura 2). Por ejemplo, existen reguladores transcripcionales que modulan genes de
vias como la glucdlisis y la lipogénesis, asi como de aquellos implicados en la absorcion,

trafico y almacenamiento de lipidos (Rui, 2014).

Los receptores PPARs (Receptores activados por proliferadores peroxisomales),
pertenecen a la superfamilia de receptores hormonales nucleares (NHR), estas proteinas
son factores de transcripcion que no solo tienen capacidad de unirse al DNA y regular la
expresion de genes, sino también tienen funcidn como receptores intracelulares de
moléculas de union a lipidos. La activaciéon de los PPARs conduce a la modificaciéon de
la expresion de genes implicados en el metabolismo de acidos grasos, glucosa y
homeostasis de insulina. (Monsalve, Pyarasani, Delgado-Lopez, & Moore-Carrasco,
2013). Se han identificado tres subtipos de proteinas PPARs: el PPARa, PPARPB vy
PPARYy, cada subtipo desempena una funcion especifica. EI PPARY esta relacionado con
la diferenciacion y funcionamiento de los adipocitos al promover la acumulacion de
lipidos, el PPARa se ha descrito como un modulador critico en el sindrome metabdlico.
Los genes sobre los que tiene un efecto positivo son aquellos implicados en la absorcion,

unién y oxidacion de acidos grasos, asi como de algunos que participan en el ensamblaje
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de lipoproteinas y el transporte de los lipidos. Finalmente, el PPAR que es de expresion
ubicua, estimula la sensibilidad a insulina (Cabarcas, Hurt, & Farrar, 2010; Monsalve et

al., 2013; Varga, Czimmerer, & Nagy, 2011).

Otro factor transcripcional importante en la regulaciéon del metabolismo de lipidos, es la
proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos, ChREBP; éste factor
pertenece a la superfamilia de proteinas MYC que al heterodimerizarse adquiere la
funcién de factor transcripcional (Collier et al., 2007). Especificamente, ChREBP es
importante para la transcripcidn de la enzima glucolitica piruvato cinasa hepatica (L-PK)
y de manera sinérgica con la proteina de union a elementos reguladores de esteroles 1c
(SREBP-1c), estimulan la transcripcion de genes lipogénicos en respuesta a glucosa e
insulina, como la ATP citrato liasa (ACL), las acetil-CoA carboxilasa1y 2 (ACC1y ACC2),
la sintasa de acidos grasos (FAS), y la estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD17) (Benhamed
et al., 2012; lizuka, Bruick, Liang, Horton, & Uyeda, 2004; Stoeckman, Ma, & Towle,

2004).

Por otra parte, la familia de proteinas SREBPs también se encuentra involucrada en la
regulacion transcripcional del metabolismo de lipidos y esta conformada por tres
isoformas: el SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP2, las cuales pertenecen a una familia de
factores de transcripcion que se sintetizan como proteinas membranales en el reticulo
endoplasmico y que contienen un motivo cremallera de leucina basica en forma de
hélice-loop-hélice (bHLH-Zip) (Sato, 2010). EI SREBP1c, es la isoforma que se expresa
predominante y ubicuamente en todos los tejidos. Este factor controla la expresién de
genes para la sintesis acidos grasos, responde a la accion de la insulina y es esencial

para la utilizaciéon y almacenamiento de glucosa como fuente de energia, al dar inicio al
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programa lipogénico mediante la estimulacion de la transcripcion de los genes que
codifican para las proteinas ACC1 y ACC2, FAS, SCD1 y SCD2, la ATP citrato liasa
(ACL), la glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) entre otras (Shimano, 2001). El
SREBP-1a es idéntico a SREBP-1c excepto por los dominios de transactivacion ubicados
en el amino terminal y su expresion es tejido especifico. El SREBP-2 esta involucrado en
la regulacion del metabolismo de colesterol (Eberle, Hegarty, Bossard, Ferre, & Foufelle,
2004; Ferre & Foufelle, 2007; Sato, 2010; Shimano, 2001). Debido a estas y otras
evidencias, se han propuesto a los factores de transcripcion SREBPs como reguladores

maestros de la homeostasis de lipidos.

2.3.1. Los factores transcripcionales MAX/MYC en la regulacién de lipidos

El nombre de la familia MYC proviene del nombre en inglés myelocytomatosis leukemia
(MYC), contiene factores de transcripcion que son importantes reguladores de
crecimiento celular, la proliferaciéon y el metabolismo energético (Zornig & Evan, 1996).
Los miembros de la familia MYC cumplen tres requisitos importantes: en primer lugar,
todos contienen un dominio proteico de unién al DNA conocido como cremallera de
leucina basica en forma de hélice-loop-hélice (bHLH-Zip). Este dominio incorpora las
proteinas dimerizadas con el DNA en una sola unidad funcional (Solomon, Amati, & Land,
1993). Segundo, los miembros de la familia MYC pueden hetero-, y en algunos casos,
homodimerizar a través de la region bHLHZIP. Sin embargo, la interaccion entre los
miembros de la familia es limitada, creando pares modulares capaces de activar o

reprimir la transcripcion genética (Figura 8). En tercer lugar, todos los pares
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heterodiméricos dentro de la familia MYC muestran preferencia por secuencias CANNTG

del DNA conocido como cajas E (Adhikary & Eilers, 2005).

Figura 8. Interacciones entre los miembros de la familia MYC. La imagen muestra las
interacciones entre los miembros de la familia MYC, las flechas indican los pares heterodiméricos
que se forman para actuar como factor transcripcional reconociendo cajas E (Imagen tomada de
(Diolaiti, McFerrin, Carroll, & Eisenman, 2015)).

La familia MYC incluye tres importantes oncogenes, c-Myc, L- Myc y N-Myc. Esta familia
de factores transcripcionales fue descubierta debido a la proteina MAX (Proteina
Asociada a MYC) que heterodimeriza con MYC, es decir; en respuesta a diversas
senales celulares, MYC se une con la proteina MAX para funcionar como factor
trascripcional heterodimérico. Subsecuentemente, el complejo MAX/MYC se une a
secuencias especificas de DNA para modular la expresién de diversos genes blanco

(Grandori, Cowley, James, & Eisenman, 2000; Zeller, Jegga, Aronow, O'Donnell, & Dang,
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2003). Es de resaltar que las interacciones heterodiméricas entre los dominios bHLHZ
de las proteinas MAX y MYC son sorprendentes en términos de su especificidad y la

conservacion a través de la evolucion (Conacci-Sorrell, McFerrin, & Eisenman, 2014).

MYC es regulado a nivel transcripcional y postraduccional. Esta bien documentado que
la sobreexpresion de MYC contribuye a la transformacion maligna de varios linajes
celulares, siendo dicho factor marcador de diversos tipos de cancer en humanos (Vita &
Henriksson, 2006). Se ha demostrado que MYC funciona en circunstancias donde la
cromatina este abierta y pueda para unirse a las cajas E y potenciar la actividad del

genoma (Nie et al., 2012).

El factor transcripcional MAX, es una fosfoproteina que se expresa ubicuamente y es
susceptible de fosforilacion en los residuos de serina (Ser 1y 10), via la proteina cinasa
de casina ll, impidiendo la formacién de heterodimeros y la concomitante union a la caja
E (E-box). La funcion celular de MAX es muy importante porque a través de éste se
puede controlar la via MAX/MYC. Se ha establecido que mutaciones del gen MAX
contribuye a diversas neoplasias y exacerba los efectos negativos de diversos tumores
(Comino-Mendez et al., 2011). Otras, evidencias indican que existe una co-ubicacion en
el DNA del factor MAX con MYC, indicando que la unién a las cajas E ocurre en la forma
de heterodimero MAX/MYC para regular directamente cientos de genes que codifican
para proteinas importantes, entre muchas otras, del metabolismo intermediario como
glucdlisis, ciclo de Krebs y la sintesis de lipidos (Lin et al., 2012). Algunas enzimas
involucradas en la glucdlisis, como la piruvato cinasa, la hexocinasa 2 y la lactato
deshidrogenasa (LDH) son moduladas por el complejo MAX/MYC, especificamente la

LDH es un blanco directo del complejo MAX/MYC que se une a las dos cajas E en el
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promotor del gen de la enzima (Rimpi & Nilsson, 2007). Ademas, éste heterocomplejo
también activa la expresion de enzimas relacionadas al metabolismo de lipidos como la

ACC, la FAS y SCD (Morrish et al., 2010).

En suma, el heterocomplejo MAX-MYC es capaz de activar el metabolismo celular y
promover la remodelacion global de la cromatina promoviendo que el metabolismo de
glucosa y los carbonos derivados de ésta sean utilizados para la biosintesis de lipidos e

incrementar el flujo metabdlico de estas vias biosintéticas (Morrish et al., 2010).

2.4. Regulacion transcripcional del metabolismo de lipidos
C. elegans
Como en mamiferos, los cambios en la demanda energética producen respuestas
transcripcionales que modifican el metabolismo de lipidos, es asi que el balance entre
almacenamiento y utilizacion también son regulados por una gran variedad de complejos
transcripcionales en C. elegans. Como se mencioné antes, se ha observado que C.
elegans tiene multiples genes relacionados con el control del metabolismo de lipidos y
muchos de éstos estan conservados entre mamiferos y el nematodo (Witting & Schmitt-

Kopplin, 2016).

En C. elegans se han encontrado 284 genes que codifican para proteinas de la familia
NHR (receptores hormonales nucleares), y 15 de éstos se encuentran conservados en
mamiferos. Recientemente se describié al NHR-49 (ortélogo funcional de PPARa de
mamiferos) como un regulador clave en el metabolismo energético al modular la

transcripcion de al menos 13 genes involucrados en metabolismo de lipidos, entre los
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cuales se encuentran aquellos para la B-oxidacion como la acs-2 (sintetasa de Acetil-
CoA) y ech-1 (enoil CoA hidratasa), y fat-7 y fat-5 involucrados en la desaturacion de
acidos grasos, entre otros (Atherton, Jones, Malik, Miska, & Griffin, 2008; Mullaney &
Ashrafi, 2009; Van Gilst, Hadjivassiliou, Jolly, & Yamamoto, 2005). Otro componente
importante para la transcripcion de diversos genes involucrados en el metabolismo de
acidos grasos es el factor transcripcional MDT-15, que actia como un co-activador que
puede interactuar con NHR-49 para modular el metabolismo energético, sin embargo;
también puede modificar la expresion de genes de manera independiente (Taubert, Van

Gilst, Hansen, & Yamamoto, 2006).

SREBP en mamiferos se ha descrito como el regulador maestro de la sintesis de lipidos,
cuyo ortologo en el nematodo es SBP-1 (Nomura, Horikawa, Shimamura, Hashimoto, &
Sakamoto, 2010). En el nematodo, el SBP-1 regula transcripcionalmente genes
involucrados en la sintesis de acidos grasos, incluyendo a la elo-2 (elongasa-2), fat-2
(desaturasa 2) y fat-5 (desaturasa-5) ademas de la regulacién transcripcional de fasn-1,
pod-2 y acs-2. Por lo tanto, en C. elegans SBP-1 tiene un papel fundamental en la
regulacion del metabolismo de lipidos. Ademas, se ha descrito que MDT-15 puede

funcionar como co-activador de SBP-1 (D. Lee et al., 2015; Nomura et al., 2010).

Por otra parte, C. elegans también posee reguladores transcripcionales de la familia MYC
con funcion similar a los mamiferos (McFerrin & Atchley, 2011). En C. elegans estan
representados por cuatro integrantes: el MML-1, ortélogo a MYC y MONDO de
mamiferos; el MXL-2, ortélogo a la proteina MAX-like (MLX), MXL-3 que es ortélogo a

MAX y el MDL-1, ortédlogo a MAD. MML-1 es la unica proteina en C. elegans que
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funcionalmente es similar a MYC y MONDO de mamiferos (McFerrin & Atchley, 2011;

Pickett, Breen, & Ayer, 2007).

En el caso particular del ortélogo a MAX, denominado MXL-3, funciona como un
homodimero y participa directamente en la regulacion de genes involucrados en el
metabolismo energético (Johnson et al.,, 2014). MXL-3 se encuentra directamente
relacionado a lipdlisis mediada por el proceso autofagico (O'Rourke & Ruvkun, 2013). Se
ha descrito que MXL-3 tiene actividad transcripcional represora para las lipasas
lisosomales lipl-1'y lipl-3 necesarias para el correcto balance de lipidos en el organismo.
Sin embargo, es importante mencionar que a la fecha no se han realizado las
investigaciones suficientes que establezcan la participacion de MXL-3 sobre el control
del metabolismo lipidico y energético y su impacto a nivel sistémico (Johnson et al., 2014;

O'Rourke & Ruvkun, 2013).

2.5. Alteraciones inducidas por glucosa en C. elegans

La glucosa es una de las principales fuentes de energia para la mayor parte de los
organismos. El abuso de su consumo provoca alteraciones que se ven reflejadas en el
origen de diversas enfermedades metabdlicas como la diabetes, la obesidad y el

sindrome metabdlico (Ng et al., 2014).

En C. elegans la sobreexposicion a este carbohidrato afecta su metabolismo y provoca

un aumento en la sintesis de acidos grasos ademas de una marcada reduccién de su
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longevidad (Di Cesare et al., 2016; Rippe & Angelopoulos, 2016; Schiotterer et al., 2009).
Algunas otras consecuencias derivadas de la exposicion a glucosa son disminucion en
la embriogénesis debido a sefales serotoninérgicas (Teshiba, Miyahara, & Takeya,
2016) y un significativo aumento del nivel de las especies reactivas de oxigeno (ROS),
que forman parte de una cascada de sefalizacidon que afectan negativamente a la
glioxilasa-1, la enzima mas importante en eliminar al compuesto metilglioxal y que es un
precursor de los Productos finales de la Glicacion Avanzada (Advanced Glycation End
Products, AGEs). Especificamente, el aumento de los AGEs, reduce la actividad de la
glioxilasa-1, y concomitantemente incrementa la formacion de ROS que impactan
negativamente sobre la funcion neuronal y con ello la disminucion de la longevidad

(Schlotterer et al., 2009; Teshiba et al., 2016).

2.6. La metformina reduce los niveles de lipidos

La metformina es un farmaco derivado de la guanidina ampliamente empleado para el
tratamiento de diabetes mellitus tipo Il, ya que disminuye tanto la glucosa basal como la
glucosa postprandial en plasma (Hawley, Gadalla, Olsen, & Hardie, 2002). A nivel celular,
la metformina inhibe la produccion de glucosa hepatica y favorece la utilizacion de lipidos
promoviendo la reduccién de peso (Gong, Goswami, Giacomini, Altman, & Klein, 2012).
Si bien, los mecanismos moleculares que subyacen la actividad de la metformina son
complejos, y a la fecha no se han dilucidado completamente, se ha descrito como un
mecanismo principal la activacién de la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK),
debido a la inhibicion transitoria del complejo | mitocondrial de la cadena respiratoria que

produce una disminucion en el estado de energia (Viollet et al., 2012) (Figura 9).
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Figura 9. Representacion del modelo de Activacion farmacolégica de AMPK por
metformina. La metformina inhibe al complejo | mitocondrial provocando una disminucién en los
niveles de ATP que inducen la activaciéon de AMPK (Imagen tomada de (Zhou, Zhang, & Marcus,
2014)).

La AMPK, es una enzima considerada el sensor energético celular capaz de inactivar
vias metabdlicas que consumen energia (ATP) y activar aquellas que ayuden a
conservarlo, a través de la fosforilacion de sus proteinas blanco. Una de las principales
vias reguladas a través de la AMPK es la via de sintesis de acidos grasos, por inhibicion
de la actividad de la ACC y FAS, mientras que por otra parte activa la de [-oxidacién
para generar energia (Lage, Dieguez, Vidal-Puig, & Lopez, 2008) (Figura 10).

Singularmente, en el nematodo se ha observado que la metformina favorece el aumento
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de la longevidad, ademas también induce la activacion del ortdlogo de AMPK, la AAK-2,
y genera una disminucioén en los lipidos de almacén, provocando un estado similar a una
restriccion dietética (Cabreiro et al., 2013; Moreno-Arriola et al., 2016; Onken & Driscoll,

2010).

Figura 10. La activacion de AMPK reduce el contenido de lipidos. La activacion de la AMPK
por metformina fosforila e inhibe la acetil-CoA carboxilasa que reduce los sustratos para sintesis
de lipidos de novo (Imagen tomada de(Shaw, 2013)).
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3. Justificacion

La acumulacién excesiva de lipidos juega un papel determinante en el desarrollo de
diversas patologias como la obesidad y la diabetes mellitus tipo Il. Estas enfermedades
afectan de manera muy importante la calidad de vida de la persona y generan un
incremento considerable en los gastos gubernamentales enfocados a su tratamiento, por
lo tanto, investigar y desarrollar nuevas estrategias que lleven a la prevencion y el
tratamiento resulta prioritario. Por tal motivo, en esta investigacion se propone estudiar
con mayor profundidad los mecanismos moleculares y celulares asociados a la

acumulacion de lipidos derivados de una dieta rica en carbohidratos.
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4. Hipobtesis

El incremento de lipidos promovidos por una dieta alta en glucosa en Caenorhabditis
elegans esta modulada por el factor transcripcional MXL-3/MAX alterando su sintesis y

degradacion.

5. Objetivo general

Evaluar el mecanismo de regulacion del factor transcripcional MXL-3/MAX sobre el
metabolismo de los lipidos promovidos por una dieta alta en glucosa en el nematodo

Caenorhabditis elegans.

6. Objetivos particulares

o Evaluar el efecto de la dieta alta en glucosa sobre la acumulaciéon de lipidos en

C. elegans.

o Evaluar que una dieta alta en glucosa modula la activad del factor transcripcional

MXL-3.
o Evaluar el efecto de la Metformina sobre la acumulacion de lipidos.

o Determinar la participacién de MXL-3 en la inhibicion de acumulacién de lipidos por

administracion con Metformina
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7. Materiales y métodos

Figura 11. Disefio experimental. En el esquema se muestra de forma general
procedimiento empleado para obtener los resultados.

7.1. Cultivo de C. elegans

En el presente trabajo se emplearon las siguientes cepas de C. elegans: la tipo silvestre
(N2), la RB1588 (AmxI-3 mutante por delecion de 955 pares de bases, 0k1947), la

UL1439 (MXL-3::GFP, tiene fusionada la proteina GFP al promotor del gen mx/-3 ) y la
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VC1886 (Asbp-1 mutacién por delecion de 1315 pares de bases 0k2363), todas
proporcionadas por el banco de cepas Caenorhabditis Genetics Center (CGC) de la
Universidad de Minnesota. Todas las cepas se cultivaron bajo condiciones de
crecimiento estandar, sobre placas de agar NGM-lite (Nematode Growth Medium)
(Anexo) a 20°C y alimentadas con Escherichia coli OP50-1, previamente cultivada en

medio liquido LB (Luria Bertani) (Anexo) a 37°C/12h. (Brenner, 1974, Stiernagle, 2006)

7.2. Sincronizacion de nematodos

Para obtener poblaciones de nematodos homogéneas en el mismo estadio larval, se
recolectaron nematodos adultos gravidos empleando buffer M9 (Anexo) y se lavaron con
la misma solucion para eliminar el exceso de bacteria. Posteriormente, los nematodos
se lisaron, para obtener los embriones, al adicionar 300 uL de NaCIlO comercial y 150 yL
de una solucion de NaOH 5N. La suspension se agitdé constantemente en vortex durante
3 min. La suspensién se centrifugd inmediatamente y el pellet resultante se lavo 3 veces
con buffer M9. Los embriones obtenidos fueron colocados en una caja petri estéril con 3
mL de buffer M9 y se colocaron en agitacion orbital constante a 7-9 rmp durante toda la
noche para favorecer su eclosion y asi obtener poblaciones homogéneas de nematodos
en el estadio larval L1. Para todos los experimentos descritos se emplearon nematodos
sincronizados en L1 cultivados en placas de agar NGM-lite hasta estadio L4,
posteriormente se cambiaron a los medios experimentales que se describen a

continuacion.
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7.3. Preparacion de medios experimentales

Las condiciones de experimentacion empleadas fueron: nematodos crecidos en NGM-
lite control, el suplementado con glucosa 100 mM (SIGMA G6152) (Schlotterer et al.,
2009), metformina 50 mM (SIGMA D1509599) (Moreno-Arriola et al., 2016) y por ultimo
la condicion con glucosa 100 mM + metformina 50 mM. Todos los medios empleados se
suplementaron con 5-fluoro-2 'desoxiuridina (FUDR, SIGMA F0503) para evitar el
desarrollo de nuevas larvas y mantener homogénea las poblaciones de nematodos
experimentales (Sutphin & Kaeberlein, 2009). Los medios se prepararon como sigue: al
agar NGM-lite estéril a una temperatura no mayor a 60 °C, se adicion6 el FUDR a una
concentracion final de 49.5 uM disuelto en M9 estéril y a éste se le adiciond la metformina
(50 mM, concentracién final) previamente disuelta en M9 estéril. Posteriormente, el agar
se dispenso en cajas de Petri estériles y se dejo solidificar a temperatura ambiente. La
glucosa (100 mM) se adicioné sobre NGM-lite sélido 24 horas antes de exponer los
nematodos al experimento. Los nematodos L4 se crecieron por 24 horas en estas
condiciones a 20 °C y se alimentaron con E. coli OP50-1. A finalizar el periodo de
tratamiento, los nematodos se recolectaron y lavaron con buffer M9 frio para eliminar el
exceso de bacteria y se centrifugaron a 6000 rpm por 1 min y el pellet se congel6 en

Nitrégeno liquido y se almacend inmediatamente a -70 °C hasta su utilizacion.
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7.4. Extraccion de RNA total

Para la extraccion de RNA total se siguio el protocolo descrito por Kien Ly et. al para el
cual se emplearon los pellets de nematodos almacenados a -70 °C (Ly, Reid, & Snell,
2015). Brevemente, al pellet de nematodos provenientes de cada condicion
experimental, se les adicioné 100 uL de buffer de lisis (Anexo) suplementado con
proteinasa K (Boehringer Mannheim 1000-144) a una concentracion de 2 mg/mL. Las
muestras se incubaron a 65 °C/10 min, posteriormente se inactivd la enzima a
85 °C/1 min. La extraccion del RNA se inicio al adicionar 300 uL de Trizol LS Reagent
(Ambion 10296028) y se incubd 5 min/temperatura ambiente, enseguida se afiadieron
80 pL de cloroformo (SIGMA C-2432) y se agitdé suavemente e incub6 3 min/temperatura
ambiente. Terminado este tiempo, la muestra fue centrifugada a
11171.74 rpm/15 min/4 °C. A la fase acuosa se le adicionaron 200 pL de isopropanol
(SIGMA 19516) y se incubo 10 min/temperatura ambiente, la muestra fue centrifugada a
11171.74 rpm /15 min/4 °C. Al pellet obtenido se le realizaron 3 lavados consecutivos
con etanol 75 % frio. EI RNA total obtenido fue resuspendido en agua estéril libre de
RNAsas y cuantificado espectrofotométricamente. EIl RNA con absorbancias entre
1.8-2.0 y de 2.0-2.2 (a longitudes de onda de 260/280 y de 260/230, respectivamente)

se emplearon para la retrotranscripcion a cDNA.
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7.5. Retrotranscripcion (RNA->cDNA)

Teniendo como molde la cadena de RNA total se empled la enzima M-MLV transcriptasa
reversa (Invitrogen 28025-013) para sintetizar DNA complementario (cDNA). La reaccién
se realizo siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, al tubo de reaccién se
le adicionaron Random primers (250 ng), Mix ANTP 10 mM (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
y se incubd a 65 °C/5 min. Posteriormente se adicion6 el Buffer 5Xy DTT (0.1 M) y se
incubo por 2 min/37 °C. Finalmente se adiciond la enzima M-MLV RT (200 Unidades)
incubando 10 min/25 °C, 50 min/37 °C y 15 min/70 °C. EI cDNA obtenido se empled para
los analisis de expresion mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real

o gPCR.

7.6. Determinacién de la expresiéon genética por qPCR

Para la medicién de la expresion de los genes de nuestro interés, a las muestras de
cDNA se les adiciond 5 yL de Master mix (Thermo Scientific #K 0261), 3 yL de agua
estéril libre de RNAsas, 0.5 uL de la sonda del gen de interés, 1 uyL de sonda 18sRNA
(4319413E) y 1 uL de cDNA, cada reaccion se realizé en un volumen final de 10 yL. Para
cada muestra se realizaron determinaciones por triplicado. Los genes evaluados
fueron: mxI/-3 (Ce02502898), sbp-1 (Ce02453004), lipl-1 (Ce02483362), lipl-3
(Ce02470373), fasn-1 (Ce02411650), pod-2 (Ce02427721), fat-2 (Ce24699363), fat-5
(Ce0248493), fat-7 (Ce02977066) de Applied Biosystems (TagMan®). La reaccién de

gPCR se realizé bajo las condiciones estandar empleando el equipo StepOnePlus™
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Real-Time PCR System mediante el StepOne™ Software v2.2. El nivel de mRNA fue
normalizado al del gen endogeno Eukaryotic 18s rRNA (4319413E). Los resultados
obtenidos se analizaron mediante el método de Livak (2-22CT) cominmente conocido
como el "Delta Delta CT" (AACT) (Livak & Schmittgen, 2001), que hace una estimacion
de la amplificacion del gen de la condicién problema respecto a la expresion del gen de

referencia y el gen en la condicién control.

7.7. Fijaciéon de nematodos

Para evaluar a los nematodos mediante la microscopia confocal, primero se realizé la
fijacion con parafomaldehido empleando el método descrito por Ed Harlow et. al. (Harlow
& Lane, 2006). Para este fin, los nematodos provenientes de los tratamientos requeridos
se recolectaron con buffer M9 frio y se realizaron al menos tres lavados hasta eliminar el
exceso de bacteria. Posteriormente se realizd un lavado con PBS 1X/0.05 % TritonX-
100, y se les afadio buffer de fijacion preparado en fresco (Anexo) y Paraformaldehido
4% en PBS 1X, se realizaron dos ciclos de congelacion/descongelacion en Nitrégeno
liquido/Bafio maria 60 °C, seguidamente se incubaron a 4 °C/24 horas. Terminado el
tiempo de incubacioén, los nematodos se lavaron con buffer y se incubaron a temperatura
ambiente por 1 hora, después se lavaron con PBS 1X/0.05 % TritonX-100. Se adicioné
0.03 % H202 en 20 mM de Borato de Sodio e incubaron por 15 min. Las muestras se
lavaron tres veces con PBS 1X/0.05 % TritonX-100 y se colocaron sobre portaobjetos

preparados con agarosa 2 % para ser analizados.
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7.8. Tincion de Lipidos con ORO

Para evaluar sumicuantitativamente la cantidad de lipidos acumulados en los nematodos
in vivo, se realizd una tincidon de lipidos neutros empleando Rojo Oleoso O (ORO,
SIGMA-ALDRICH 00625). El colorante fue preparado en Isopropanol al 60 % a una
concentracion de 50 mg/mL. Posteriormente la solucion fue filtrada y a los nematodos se
les adicion6 la solucion ORO/Isopropanol y se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente con agitacion constante. Posteriormente los nematodos fueron lavados con
PBS 1X tres veces para eliminar el exceso de colorante. Los nematodos tefiidos se
colocaron en porta objetos preparados con agarosa 2 % para su observacion en

microscopio confocal.

7.9. Tincion de nucleos con DAPI

Los nucleos celulares pueden ser observados facilmente mediante la tincién con 4, 6-
dimidina-2-phenylidole dihydrocloride (DAPI, SIGMA D8417). Se prepard una solucion
stock de 20 mg/mL en agua bidestilada, el reactivo y la solucion stock fueron
almacenados a -4° C protegidos de la luz. A los nematodos fijados se les adicionaron
10 pL de la solucién stock (DAPI 20 mg/mL) y se incubaron a temperatura ambiente por

10 min protegidos de la luz, posteriormente se realizaron dos lavados con PBS 1X y se
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colocaron en portaobjetos preparados con agarosa 2 % para ser observados en el

microscopio confocal.

7.10. Analisis de fluorescencia por Microscopia confocal

Se empled el microscopio confocal FlowView TM 1000 de Olympus® para observar las
muestras de nematodos fijados y tefiidos, se establecieron las condiciones de
fluorescencia en cada objetivo. En cada muestra se evaluaron al menos 10 nematodos

individuales en los objetivos de 60X y 100X.

7.11. Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados al menos con tres repeticiones. Se utilizo la
prueba de ANOVA de una cola con post-test de Bonferroni para identificar las diferencias
significativas entre los datos pareados entre los diferentes grupos. Los datos se expresan
como medias de las muestras * error estandar. Se considero diferencia estadisticamente

significante cuando *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001.
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8. Resultados

8.1. MXL-3 promueve la acumulacién de lipidos en C. elegans por la

exposicion a elevadas concentraciones de glucosa

Para investigar si en C. elegans el factor transcripcional MXL-3 participa en el aumento
de lipidos a causa de un exceso de glucosa en la dieta, se realiz6 un analisis
semicuantitativo determinando la cantidad de los lipidos mediante la tincion con el
colorante Rojo Oleoso O (ORO). Para este fin, los nematodos de la cepa silvestre N2 y
de la cepa mutante del gen mx/-3 (con una delecion de 955 pares de bases), se

expusieron a una dieta que contenia 100 mM de glucosa durante 24 horas.

Consistente con reportes anteriores (Moreno-Arriola et al., 2016), se encontré que los
nematodos N2 tienen aumentada la cantidad de lipidos neutros (visualizados como gotas
de lipidos por ORO), es decir la intensidad de la tincion de ORO por exposicion a exceso
de glucosa, aumentd significativamente en comparacion a la condicion control (Figura
12 A). En el presente trabajo también se determind si la acumulacion de lipidos por el
exceso de glucosa estaba influenciada por el factor transcripcional MXL-3. Los
resultados muestran que la pérdida de la funcion de MXL-3, a través de una mutacion en
la cepa RB1588 (mx/-3/0k1947), redujo significativamente la tincion con ORO en
comparacion con la cepa tipo silvestre N2 cuando se alimentaron soélo con E. coli
OP50-1 (Figura 12 A y 12 B), sugiriendo un papel importante de MXL-3 en la
homeostasis de lipidos en condiciones basales. Particularmente, en la cepa carente de

MXL-3 (mxI-3/0k1947) no se observo el aumento en la concentracién de lipidos como
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ocurre con la dieta excedente de glucosa (Figura 12 B). En suma, estos resultados
indican que el factor transcripcional MXL-3 media la acumulacion de lipidos en respuesta

a altas concentraciones de glucosa.

8.2. La metformina disminuye la acumulacion de lipidos a través
de MXL-3

La metformina, es un farmaco de prescripcion médica para el tratamiento de diabetes
mellitus tipo Il y obesidad; sus efectos benéficos, en parte se deben a la disminucién en
la concertacion de lipidos almacenados (Shaw, 2013).

Para evaluar si la metformina evita la acumulacion de lipidos dependientes de las altas
concentraciones de glucosa, los nematodos de la cepa N2 fueron expuestos
simultaneamente a glucosa 100 mM y metformina 50 mM durante 24 horas. Se encontro
que durante la coadministracion de metformina-glucosa, la metformina impide
significativamente el almacenamiento de lipidos aun en presencia de un exceso de
glucosa (Figura 12 A). Por otra parte, para los nematodos con pérdida del factor
transcripcional MXL-3, la metformina fue incapaz de disminuir el contenido de lipidos
como ocurre para los N2 (Figura 12 B). En conjunto, los datos indican que MXL-3
participa en el almacenamiento de lipidos en respuesta a un excedente de glucosa en la
dieta y que para su disminucidon por metformina se requiere en gran parte del factor

transcripcional MXL-3.
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Figura 12. El contenido de lipidos cambia en respuesta a glucosa y metformina a través
de MXL-3. A) Nematodos tipo silvestre N2, B) Nematodos carentes del factor transcripcional
MXL-3. La tincién con el colorante Rojo Oleoso O (ORO) indica el contenido de lipidos
almacenados en el nematodo.

8.3. MXL-3 regula la sintesis de lipidos a través de SBP-1

La sintesis de acidos grasos ocurre por la incorporacion de carbonos derivados de la
glucosa a las cadenas de acidos grasos. El factor transcripcional SBP-1 (SREBP-1c en
mamiferos) es un factor clave para la sintesis de lipidos, a través de la induccion de
genes lipogénicos (Eberle et al., 2004). En un estudio masivo previo, en el que se evaluo

la actividad de diversos factores transcripcionales, se encontré que MXL-3 regula
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positivamente la expresion de SBP-1 (MacNeil et al., 2015), lo que sugiere que en
presencia de glucosa, MXL-3 podria modular la sintesis de lipidos a nivel transcripcional
a través de SBP-1. Para poder establecer una posible relacion entre ambos factores
transcripcionales, se midio el nivel de expresion del mRNA de mx/-3 en condiciones de
exceso de glucosa. Como se muestra en la (Figura 13), los resultados indican una
marcada sobre expresion del mMRNA de mx/-3 en nematodos silvestres N2 posterior a la
exposicidén de glucosa por 24 horas, en comparacion con los nematodos cultivados bajo
condiciones estandar. Asimismo, aunque no fue estadisticamente significativa, la
expresion de mx/-3 con metformina tiende a disminuir mientras que impide su aumento
en la coadministraciéon con glucosa (Figura 13). Estos resultados sugieren un aumento
en la actividad de éste factor transcripcional debido al incremento en la abundancia de

su mRNA y que metformina podria inhibir su induccién.
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mxI-3 @ Glucosa 100mM
3 Metformina 50mM
54 x @ Glucosa/Metformina
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Figura 13. Efecto del exceso de glucosa y metformina sobre la expresion de mxI-3.
Nematodos N2 expuestos a 100 mM de glucosa, 50 mM de metformina y la mezcla de ambas
(glucosa/metformina, 100 mM y 50 mM respectivamente) por 24 horas. ANOVA de una cola con
post test de Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001. Software GraphPad Prism 5.
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Anteriormente se ha demostrado que MXL-3 puede cambiar su localizacién subcelular
entre el citoplasma y el nucleo en respuesta a la disponibilidad de nutrientes y que su
localizacion esta intimamente ligada con su actividad (O'Rourke & Ruvkun, 2013), por lo
tanto; es plausible hipotetizar que la administracion de glucosa afecta su localizacion
celular. Para analizar si el exceso de glucosa promueve un desplazamiento nucleo-
citoplasma de MXL-3, se cultivaron nematodos transgénicos que tienen fusionada al
factor MXL-3 la proteina verde fluorescente (GFP) (MXL-3::GFP, cepa UL1485) en
condiciones control y de alta glucosa por 24 horas. Los resultados mostraron que el
exceso de glucosa provoca una importante acumulacion de MXL-3::GFP en el nucleo en
comparacion con el grupo control, sugiriendo que la glucosa favorece la entrada del
factor transcripcional a los nucleos y posiblemente aumenta su actividad reguladora
(Figura 14). En concordancia con su nivel de expresion, MXL-3::GFP también altera su
ubicacion nucleo-citoplasmatica con metformina, excluyéndolo casi en su totalidad del
nucleo y la adicion de glucosa-metformina biparticiona su ubicacion de manera similar al
control (Figura 14).

Debido a la acumulacién nuclear de MXL-3::GFP por la glucosa, se evalud si el
desplazamiento nucleo-citoplasma es necesario para aumentar la actividad MXL-3 y, por
tanto, modificar la expresion de su gen blanco sugerido, sbp-71. Los resultados indican
que similar a como ocurre con MXL-3 y en linea con hallazgos previos, la alta
concentracion de glucosa incrementa marcadamente la expresion del mMRNA de SBP-1

en nematodos N2 (Figura 15).
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Figura 14. Localizacién subcelular de MXL-3 en respuesta a glucosa y metformina. La
glucosa promueve la localizacién nuclear de MXL-3, mientras que la metformina lo excluye. En
verde se muestra a MXL-3::GFP, en azul a los nucleos tefidos con DAPI y en cian el empalme
de ambos.

Para establecer con mayor precision si el aumento de la expresion de sbp-1 por glucosa,
es en parte debido al incremento de MXL-3, se determind el nivel de expresion del mMRNA

de sbp-1 en la cepa mutante de mx/-3 (0k1947) tratada con exceso de glucosa. Los
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resultados obtenidos evidencian que MXL-3 es necesario para la completa expresion de
sbp-1, porque en la cepa mutante de mx/-3 con exceso de glucosa no se activo la

expresion de sbp-1 (Figura 15).

Figura 15. La expresion de sbp-1 es alterada por glucosa y metformina y es dependiente
de MXL-3. Nematodos N2 y mxI-3 (0k1947) expuestos a 100 mM de glucosa, 50 mM de
metformina y la mezcla de ambas (glucosa/metformina, 100 mM y 50 mM respectivamente) por
24 horas. ANOVA de una cola con post test de Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001.
Software GraphPad Prism 5.
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8.4. Regulacion de genes lipogénicos dependientes de SPB-1 a
través de MXL-3

C. elegans tiene una via conservada para la sintesis de acidos grasos a través SBP-1
(Nomura et al., 2010). Este factor transcripcional regula la expresion de genes
lipogénicos, tales como acetil-CoA carboxilasa (pod-2), sintasa de acidos grasos (fasn-
1) y estearoil-CoA desaturasas (fat-2, 5, 7) (Nomura et al., 2010), ademas como se
mostré anteriormente, la expresion de sbp-1 es dependiente de MXL-3 (Figura 15).

Para determinar si el exceso de glucosa afecta la expresion de éstos genes en C. elegans
(pod-2, fasn-1, fat-2, fat-5 y fat-7), y si MXL-3 participa en su regulacién al modular a
SBP-1, se determind su expresiéon en nematodos N2 y en la cepa mutante de mx/-3
(0k1947) expuestos a un exceso de glucosa y metformina durante 24 horas. Consistente
con los reportes anteriores (D. Lee et al., 2015; Nomura et al., 2010), los datos obtenidos
muestran que los cinco genes fueron regulados en respuesta a la alta glucosa en los
animales N2, mientras que la metformina inhibié la incrementada expresién en la mayoria
de los genes, excepto para fat-5 y fat-7 (Figura 16). Por el contrario, en los nematodos
de la cepa mutante de mxI-3 (0k1947), no se observo el aumento en la expresion de los
genes fasn-1, fat-2 y pod-2 sometidos a las mismas condiciones experimentales, lo que
sugiere que MXL-3 es importante para promover la expresion de éstos genes y
posiblemente la sintesis de lipidos (Figura 16). Finalmente, las desaturasas fat-5 y
fat-7, que participan en la desaturacién de acidos grasos para generar acidos grasos
insaturados, mostraron aumentada la expresion aun en la ausencia de MXL-3 y es similar

al tratamiento con metformina (Figura 16), sugiriendo que otros reguladores podrian ser
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18s RNA

los responsables de estos hallazgos. Los resultados obtenidos, sugieren que MXL-3
podria tener un papel importante previamente no identificado sobre el metabolismo de

los lipidos después de una exposicion a un exceso de glucosa.
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Figura 16. Expresion de genes lipogénicos modulados por la glucosa a través de MXL-3.
Nematodos N2, mxI-3 (0k1947) y sbp-1 (0k2363) expuestos a glucosa 100mM, Metformina 50mM
y glucosa/Metformina por 24 horas. Nivel de expresion de fasn-1, pod-2, fat-2, fat-5 y fat-7
realizado por gPCR. ANOVA de una cola con post test de Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.0001. Software GraphPad Prism 5.
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8.5. MXL-3 media la movilizacion lipidica a través de lipasas
lisosomales

La lipolisis intracelular de los TAGs es realizada principalmente por las lipasas neutras y
acidas en C. elegans (O'Rourke & Ruvkun, 2013). Previamente se ha demostrado que
dependiendo de la disponibilidad de nutrientes, MXL-3 regula negativamente
especificamente a las lipasas lisosomales lipl/-1 y lip/-3, que son esenciales para la
degradacion de lipidos de almacén a través de la lipofagia (O'Rourke & Ruvkun, 2013).
Por esta razon, fue evaluada la expresion de lipl-1 y lipl-3. Como se mostro
anteriormente, la expresiéon de mx/-3 fue regulada por la alta glucosa y metformina
(Figura 12). Consistente con la funcion inhibidora de MXL-3 sobre lipl-1 'y lipl-3, y desde
que la glucosa aumenta su localizacién nuclear con alta glucosa (Figura 13), la expresion
de las lipasas disminuy6 significativamente; mientras que tuvo un efecto contrario en el
tratamiento con metformina al incrementar la expresion de ambos genes (Figura 16).
Inesperadamente, la glucosa-metfomina no aumentd la expresion de lip/-3 como si
ocurrié para lipl-1 (Figura 16). Similar con lo ya reportado (O'Rourke & Ruvkun, 2013),
la mutacion de mx/-3 desreprime a lipl-1 en todas las condiciones experimentales
evaluadas en éste trabajo, al exhibir un aumento en la expresion del su RNA mensajero
(Figura 16), sin embargo, esto no ocurre para la lip/-3. Este resultado aunado hecho de
que la administracion de glucosa-metfomina no altera su expresion, sugiere que otro

elemento aun desconocido podria estar regulando la expresién genética de lipl-3.
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Figura 17. La expresion de las lipasas lisosomales lipl-1 y lipl-3 es alterada por glucosa y
metformina. Nematodos N2 expuestos a 100 mM de glucosa, 50 mM de metformina y la mezcla
de ambas (glucosa/metformina, 100 mM y 50 mM respectivamente) por 24 horas. ANOVA de
una cola con post test de Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001. Software GraphPad
Prism 5.
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9. Discusion

El metabolismo de la glucosa es un proceso fundamental para la obtencion de energia
en forma de ATP, sin embargo; su desregulacidon desencadena enfermedades
metabalicas tales como la obesidad y la diabetes. Los resultados de éste trabajo sugieren
una importante funcion, previamente no descrita del factor transcripcional MXL-3, al
coordinar transcripcionalmente una respuesta adaptativa a concentraciones elevadas de

glucosa modulando el metabolismo de lipidos en C. elegans.

La familia de los factores MYC, esta compuesta de factores transcripcionales tipo
cremallera de leucina basica en forma de hélice-bucle-hélice (bHLHZip) que son
importantes reguladores de varias funciones biolégicas como: el crecimiento celular, la
proliferacion y el metabolismo energético (Zornig & Evan, 1996). C. elegans posee 42
factores de transcripcion de bHLHZip, que incluyen una red de interaccion entre
diferentes miembros de MYC (Pickett et al., 2007). Dicha red esta compuesta por cuatro
genes, que cuentan con su ortélogo en mamiferos, el mmi-1 (que es similar a MYC y

MONDO), el mxI-2 (MLX), el mxI/- 3 (MAX) y el mdl-1 (MAD) (Johnson et al., 2014).

De forma similar a | homologos de mamiferos, los miembros de la red de interaccion MYC
de C. elegans forman heterodimeros obligados que se unen a una serie de secuencias
llamadas caja E (E-box, CANNTG) para activar o reprimir la transcripcion de sus genes
blanco (McFerrin & Atchley, 2011). El factor transcripcional MXL-3 que codifica para un
ortélogo de MAX (McFerrin & Atchley, 2011; Pickett et al., 2007), no es capaz de
heterodimerizar, como si ocurre en mamiferos, ya que no interactia con los otros

miembros como MYC, MONDO o MAD en C. elegans, lo que implica que las funciones
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MXL-3 son distintas a la red de interaccion MYC-MONDO/MAD de mamiferos (Grandori

et al., 2000).

En mamiferos, una caracteristica unificada del factor transcripcional MAX, es su funcién
como regulador de la transcripcion en respuesta a glucosa. Especificamente, el
heterocomplejo MAX/MYC se une cajas E presentes en genes relacionados al
metabolismo de glucosa, entre otros (Collier et al., 2007). De hecho, se ha evidenciado
que células pancreaticas que se expusieron a elevadas concentraciones de glucosa,
aumenta tanto la expresion del gen MAX, asi como su asociacion con MYC para activar
genes glucoliticos, entre los que se encuentran la lactato deshidrogenasa (LDH), la
piruvato cinasa hepatica (L-PK) y la piruvato deshidrogenasa (PDK-1). Es de resaltar que
estos factores transcripcionales también incrementaron la expresion de genes
involucrados en la sintesis de acidos grasos como la acetil-CoA carboxilasa (ACC), la
sintasa de acidos grasos (FASN) y la estearoil-CoA desaturasa (SCD) (Collier et al.,

2007).

Como homodimero, el factor transcripcional MXL-3, es capaz de regular negativamente
la expresion de enzimas que degradan lipidos en los lisosomas en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes (O'Rourke & Ruvkun, 2013). Bajo esta premisa,
hipotetizamos que MXL-3 podria estar involucrado en el control de la acumulacion de
lipidos mediada por la glucosa. Como fue demostrado por O'Rourke et al, MXL-3 puede
alterar su ubicacidn subcelular en respuesta a nutrientes, es decir; cuando existe una
escasez de éstos, MXL-3 se localiza principalmente en el citoplasma y sus genes blanco
(lipl-1 'y lipl-3) son des-reprimidos para facilitar eficientemente la degradacién de lipidos

(O'Rourke & Ruvkun, 2013). Adicionalmente, los resultados en éste trabajo obtenidos
53



mostraron que la ubicacion intracelular de MXL-3 cambia en respuesta a la glucosa. En
los nematodos expuestos a altas concentraciones de glucosa por 24 horas, MXL-3, que
lleva a la proteina verde fluorescente unida e indica su localizacién celular in vivo (MXL-
3::GFP), se ubico principalmente en el nucleo; este resultado es reminiscente a lo
observado con el heterocomplejo MAX-MYC de mamiferos. Lo que indica que la glucosa
activa eficientemente a MXL-3 y reprime a las lipasas lisosomales. Consistente con la
ubicacion nuclear de MXL-3 por glucosa, los resultados mostraron una disminucion de la
expresion de los genes lipl-1 y lip-3, o que apoya a la hipotesis de que el exceso de
glucosa promueve la translocacion nuclear de MXL-3 y la represion de enzimas que
modulan la hidrélisis de lipidos, por lo tanto al estar reprimidas, el nematodo tiene
aumentada la acumulacién de lipidos. Este hallazgo sugiere que el ortélogo
evolutivamente conservado en mamiferos MAX, podria tener un importante rol en la
generacion de enfermedades metabdlicas como la obesidad, y que plausiblemente
podria ser considerado como una proteina blanco de terapias farmacoldgicas. En otros
estudios se propone que MXL-3 funciona en coordinacion con otro factor transcripcional,
el HLH-30 cuya funcién es independiente de otras vias de sefalizacion que controlan el
metabolismo de lipidos y la longevidad como la via de la de insulina (Monsalve et al.,
2013), reforzando la idea de que MXL-3/MAX, podria ser un regulador del metabolismo
energético cuya regulacién genética es diferente de la via de insulina y que podria
explicar por qué durante la resistencia a insulina, los organismos siguen teniendo

excesiva acumulacion de lipidos.

La metformina, es un farmaco comunmente recetado en todo el mundo para tratar

enfermedades metabdlicas como la diabetes y obesidad. Un estudio realizado por
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nuestro grupo, evidencié que la metformina disminuye la concentracion de lipidos en C.
elegans y el grupo de Onken et al. demostré que en éste organismo la metformina
produce un tipo de restriccion dietaria (Moreno-Arriola et al., 2016; Onken & Driscoll,
2010). Los resultados aqui presentados, evidenciaron que la metformina también es
capaz de modular la ubicacion de MXL-3 excluyéndolo del nucleo y sugieren que éste
farmaco disminuye los lipidos de almacén en C. elegans via la inhibicion de la funcion de
MXL-3. Este resultado es congruente con el descubrimiento de que la mutacion de
MXL-3 evita que la metformina disminuya el contenido de lipidos tal como ocurre en los
animales tipo silvestre N2. Los resultados obtenidos son consistentes con los reportes
previos de O'Rourke et al., donde demuestra que la restriccion dietética provoca la
exclusion nuclear de MXL-3, y debido a que la metformina mimetiza la restriccion
dietética, es plausible sugerir que la disminucion de los lipidos por metformina se deba
en gran medida al factor transcripcional MXL-3, un mecanismo de control metabdlico

desconocido hasta antes de éste trabajo.

En publicaciones recientes, se reporté que MXL-3 puede alterar la ubicacion celular de
DAF-16/FOX0, un factor transcripcional que se transloca al nucleo para regular la
expresion de genes que modulan el metabolismo de lipidos. En abundancia de nutrientes
DAF-16 se localiza principalmente en el citoplasma, sin embargo, la pérdida de MXL-3
promueve su translocacion nuclear (Gruner et al., 2016), indicando una relacion entre
ambos factores transcripcionales durante un estrés metabdlico. DAF-16 activa la
expresion de la subunidad reguladora gamma de la AMPK (Chen et al., 2013; Tullet et
al., 2014), una cinasa heterotrimérica critica que mantiene la homeostasis energética en

condiciones de baja energia (por ejemplo en un ayuno o por activacion farmacoldgica
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con metformina) a través del aumento de la oxidacién de lipidos (3-oxidacion). Ademas,
DAF-16 es fosforilado y activado por AMPK (Chen et al., 2013), indicando la presencia
de un “circuito” de retroalimentacion positiva. DAF-16 también es capaz de modular otros
elementos reguladores, dentro de los que se encuentra al factor transcripcional NHR-49,
que al activarlo favorece el metabolismo oxidativo de lipidos (Ratnappan et al., 2014). En
conjunto, basados en la informacion hasta hoy conocida y en la generada en este trabajo,
es plausible sugerir que la metformina al activar a la AMPK, aun en presencia de altas
concentraciones de glucosa, podria inhibir la activacién de MXL-3 que conlleve a la
translocacién de DAF-16 y active transcripcionalmente a NHR-49 que finalmente active
genes indispensables para la B-oxidacion y desaturacion acidos grasos desencadenando
una la disminucion sistémica del contenido de lipidos aunado a la desinhibicidon de las

lipasas acidas y favoreciendo la movilizacion y utilizaciéon de los lipidos almacenados.

En mamiferos las proteinas de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBPs),
son factores transcripcionales que controlan el metabolismo de lipidos (Eberle et al.,
2004). La dieta alta en carbohidratos activa a los SREBPs que inducen la regulacion de
genes lipogénicos como ACC, FAS y SCD1 (Shimano, 2001). En C. elegans el ortélogo
de SREBPs, SBP-1, también controla el metabolismo de lipidos a través de un
mecanismo conservado a los mamiferos (Nomura et al., 2010). En un estudio de analisis
masivo de diversos factores transcripcionales se reveld que MXL-3 puede regular
positivamente a spb-7 (MacNeil et al., 2015). Basados en esta observacion,
hipotetizamos que el aumento del contenido lipidico en C. elegans podria estar
influenciado por MXL-3 a través de SBP-1. Los resultados de este trabajo confirman que

el exceso de glucosa aumenta la expresion de sbp-1y de algunos de genes lipogénicos
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blanco tales como pod-2 y fasn-1, sin embargo en nematodos que carecen del factor
transcripcional MXL-3, su expresion se observo significativamente reducida, sugiriendo
que MXL-3 modula el acumulo de lipidos por exposicion a glucosa conformando un eje
regulador que comprenden los factores transcripcionales MXL-3 y SBP-1 no

contemplado previamente en la regulacién metabdlica.
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10. Conclusion

Esta investigacion muestra que el exceso de glucosa promueve la sintesis de lipidos e
inhibe la lipdlisis por la activacion del factor transcripcional MXL-3. La activacion de
MXL-3 regula negativamente a genes lip/-1 y lipl-3, que codifican para enzimas que
activan la lipdlisis lisosomal, también llamada lipofagia, y al estar inactivadas provocan
la acumulacion de lipidos. Mientras que la metformina ejerce efectos contrarios al excluir
del nucleo a MXL-3 y asi evitar la represion de la lipofagia, ademas de impedir la
expresion de SBP-1 y de sus genes blanco que controlan la sintesis de lipidos (Figura
18). Este hallazgo podria representar una plausible alternativa al mecanismo de accién
de la metformina.

En base al presente trabajo se propone al factor transcripcional MXL-3 como un posible
mediador de los efectos deletéreos producidos por la excesiva concentracion de glucosa,
que representa un potencial blanco terapéutico para el tratamiento de enfermedades
asociadas a los desordenes energéticos por el consumo excesivo de calorias, tal como

la diabetes y la obesidad.
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Figura 18. Modelo de accion de MXL-3 sobre la acumulacién de lipidos. Concentraciones
elevadas de glucosa, promueve la sintesis y activacion de MXL-3, que a través de SBP-1,
aumente la sintesis de lipidos. Activacion de MXL-3 promueve la inhibicion de las lipasas
lisosomales que degradan lipidos almacenados y por ende el aumento en los lipidos de almaceén.
El tratamiento con metformina bloquea estos efectos al inhibir a MXL-3.
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Anexo

Tabla 1. Componentes del medio NGM-lite

NaCl 249
KH2PO4 39
K2HPO4 05¢g

COLESTEROL 0.0085 g

Agar 3049

dH20 1L

Tabla 3. Componentes del medio LB
MEDIO LiQUIDO

Triptona 10g

Extracto de levadura 59

NaCl 10g

dH20 1L
MEDIO SOLIDO

Agar 15 ¢
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Tabla 4. Componentes del buffer M9

Na2HPO4 649
KH2PO4 39
NaCl 59

MgSO+7H:0  0.25¢

dH20 1L

Tabla 5. Componentes del buffer de lisis

Tris 5 mM pH8 78.8 mg
Triton x-100 500 pL
(0.5%)
Tween 20 500 pL
(0.5%)
EDTA 50 pL
(0.25mM)
dH20 c.b.p. 100 mL
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Tabla 8. Buffers para fijacion nematodos

Buffer de fijacion EGTA 20 mM pH=8 20 yL
Volumen 1 mL Metanol 50 % 500 pL
PBS 10X 100 pL
dH20 380 pL
PBS 1X/0.05 % Tritén Triton X-100 10 % 250 pyL
X-100
PBS 1X 49.75 mL
Volumen 50 mL
Buffer Lavado 1 % DTT (Dithiothreitol) 1 M 400 pL
Borato de sodio 20 mM 1590 pL
pH=9.6
Triton X-100 10 % 100 uL
Paraformaldehido 29
Paraformaldehido NaOH 1 M 0.5 mL
4%
dH20 25 mL
Volumen 50 mL
A=60°C
PBS 10X 5mL

pH=7.4/NaCl 1 N
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