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“El medio en el que [el cientifico] trabaja no se presta a dar placer al oido de quien
escucha. Cuando plantea sus experimentos o los ejecuta con atencion devota a los detalles,
puede decirse a si mismo: “Esta es mi composicion; la pipeta es mi clarinete.” Y en la
orquesta acaso haya instrumentos rebuscadisimos.

Para otros, sin embargo, su muisica es tan silenciosa como la musica de las esferas. Acaso
se diga a si mismo: “Mi historia es una posesion para siempre, no una composicion que
sea escuchada y olvidada.”

Con eso no hace mas que enganarse solo. Los libros de los grandes cientificos se cubren de
polvo en los anaqueles de las bibliotecas sabias. Y asi debe ser. El cientifico se dirige a un
auditorio infinitesimal de colegas compositores. Su mensaje no esta desprovisto de
universalidad, pero su universalidad es descarnada y anénima.

En tanto que la comunicacion del artista esta vinculada para siempre con su forma original,
la del cientifico es modificada, ampliada, fundida con las ideas y resultados de otros, y se
disuelve en la corriente de conocimiento e ideas que forma nuestra cultura. El cientifico sélo
tiene esto en comuUn con el artista: que no puede encontrar mejor retiro del mundo ni mas
fuerte nexo con el mundo que su trabajo”.

Max Delbrick.
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Resumen

La exposicién a diversos estimulos ambientales provoca que diferentes enzimas modificadoras de la cromatina catalicen la adicién
o remocién de marcas epigenéticas sobre el DNA o las histonas, las cuales contribuyen a ajustar el programa transcripcional para
contender con el estimulo. En el caso especifico del ambiente nutricional, se ha descrito que diversos estimulos nutricionales -por
ejemplo, variaciones en la fuente de carbono- pueden inducir una respuesta transcripcional asociada al metabolismo de dicho
nutriente, la cual se transmite durante varias rondas de divisién celular auin si el estimulo original cesa; a este fenémeno se le conoce
como memoria transcripcional metabélica. Recientemente se ha propuesto que uno de los mecanismos para el establecimiento de
una memoria transcripcional asociada al ambiente nutricional es la regulacién metabélica de las enzimas modificadoras de la
cromatina. Dado que muchas de estas enzimas utilizan como sustratos, cofactores y /o reguladores alostéricos a diferentes metabolitos
intermediarios, ante un estimulo nutricional que modifique significativamente su concentracién, se generaria un asa de
retroalimentacién entre el estado epigenético a nivel local y el flujo metabdlico que perpetie los cambios transcripcionales.

Para poner a prueba esta hipdtesis, en este trabajo desarrollamos un protocolo de induccién de memoria metabdlica in vitro. El
protocolo consiste en retar a las células con diferentes nutrientes a concentraciones suprafisiolégicas durante tres, cuatro o cinco dias,
para posteriormente remover el estimulo durante una ventana de tiempo equivalente y finalmente ensayar el fenotipo metabdlico.
Estos ensayos se realizaron con el equipo Seahorse Bioscience, el cual nos permitié evaluar la tasa de consumo de oxigeno -asociada
al flujo de la cadena transportadora de electrones- y la tasa de acidificacién extracelular -asociada a la produccién de lactato via
glucdlisis- directamente en células vivas. Los datos obtenidos fueron comparados contra el fenotipo metabdlico de células que no han
estado expuestas a ninguno de los estimulos nutricionales.

Nuestros resultados indican que es posible inducir una memoria metabdlica con diferentes nutrientes en células HEK 293-FT, en
fibroblastos murinos neonatales o embrionarios, asi como en células endoteliales humanas (HUVEC) siempre y cuando se consideren
el perfil metabélico y la tasa de replicacién de cada cultivo. Los efectos sobre el fenotipo metabdlico son especificos para la mayoria
de los nutrientes ensayados en este trabajo y varian entre tipos celulares. En el caso concreto de la suplementacién del medio con
altas concentraciones de glucosa, este tratamiento provoca un incremento persistente en ambos tipos de metabolismo -glucolitico y
respiratorio- en células HEK 293-FT y fibroblastos de ratén neonato, pero solo afecté el metabolismo respiratorio en fibroblastos
embrionarios de ratén (MEFs), y Onicamente el metabolismo glucolitico de células HUVEC. Por otro lado, el efecto de nuestros
tratamientos también se manifiesta a nivel de estrés oxidante. Al concluir los ensayos de induccién de memoria en MEFs, la
suplementacién con dcido palmitico a diferentes concentraciones provoca una reduccién persistente en el potencial redox de las
células, mientras que la suplementaciéon con glucosa provocd un incremento persistente en el potencial redox. Finalmente, nuestros
experimentos en células HUVEC nos sugieren que algunos aspectos de la memoria metabélica no son del todo evidentes cuando se
ensaya el fenotipo metabélico en estado basal, pero si cuando se somete a las células a una condicién de estrés mediante la adicién
de fadrmacos como la oligomicina y el FCCP; aunque el fenotipo de memoria metabdlica no fue evidente en condiciones basales, el
reto farmacolégico revelé que las células expuestas a alta glucosa eran incapaces de modular su metabolismo glucolitico.

Aunque en un contexto evolutivo la memoria transcripcional les confiere adaptabilidad a los organismos, algunos reportes indican
que la memoria transcripcional metabdlica juega un papel clave en la etiologia de enfermedades como la diabetes o el sindrome
metabdlico y sus complicaciones asociadas. En este sentido, el desarrollo de estrategias y modelos experimentales que permitan
abordar los mecanismos de establecimiento de este tipo de memoria es esencial para mejorar nuestro entendimiento de este
fenémeno en contextos patoldégicos. Nuestro protocolo de inducciéon de memoria abre la posibilidad de ensayar in vitro el uso de
fdrmacos u ofros tratamientos para prevenir el establecimiento de la memoria metabdlica.



Intfroduccion

Interacciones entre el genoma y el ambiente nutricional

Todos los organismos se encuentran constantemente expuestos a estimulos provenientes del ambiente como
lo son la temperatura, la presion, la exposicion a factores de crecimiento, la disponibilidad relativa de
nutrientes, entre muchos otros. En condiciones constantes o con variaciones estables (por ejemplo, los ciclos
de luz-oscuridad), el mantenimiento de un Unico fenotipo representa una ventaja adaptativa (Dekel &
Alon, 2005; Kussell & Leibler, 2005). Sin embargo, debido a la naturaleza variable de algunos estimulos,
la célula ha desarrollado diferentes mecanismos que le permiten integrar las sefiales ambientales y
ajustar su fisiologia en respuesta a las fluctuaciones ambientales en tiempo real.

Para contender de manera eficiente contra estos estimulos cambiantes, las células ajustan de manera
especifica su programa transcripcional. Como cualquier fenotipo, el programa transcripcional de la célula
resulta de la interaccién entre estos estimulos provenientes del ambiente y el genoma del organismo en
cuestiéon (Figura 1). Para asegurar que la integracién de sefiales entre estos dos componentes sea eficiente
y la magnitud y la velocidad de la respuesta sean apropiadas, la maquinaria transcripcional debe ser
capaz de percibir con mucha precisién las variaciones ambientales.

Regulacién epigenética

. 27"

o o
N T

Estimulos ambientales Genética
Fenotipo

FEELEE 2

—

Figura 1. El fenotipo es resultado de la interaccion entre el genoma y el ambiente. A través de la maquinaria de regulacién
epigenética, la célula es capaz de montar una variedad de respuestas transcripcionales o fenotipos integrando la informacién
proveniente del ambiente y la informacién codificada en el genoma.

En el caso especifico del ambiente nutricional, los organismos tienen que ser capaces de percibir la

disponibilidad de nutrientes y ajustar asi la tasa de captura y utilizacién. La maquinaria metabdlica debe
manejar diferentes tipos y cantidades de nutrientes, lo que implica que ésta debe de modificar su
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actividad constantemente en respuesta a variaciones en la concentracién de nutrientes en el medio. Uno
de los componentes que repercute en la eficiencia de esta respuesta es genético, pues toda la maquinaria
metabdlica se encuentra codificada en los genomas nuclear y mitocondrial; por otro lado, el componente
ambiental estaria representado por la disponibilidad de nutrientes en el medio (Figura 1).

Gracias a la naturaleza heredable y reversible de las modificaciones epigenéticas, se ha propuesto que
estas pueden explicar los ajustes repentinos y persistentes en el programa transcripcional en respuesta a
cambios en las condiciones ambientales. Procesos como la metilacién del DNA, las modificaciones post-
traduccionales de las histonas, asi como la organizaciéon tridimensional del genoma y el perfil local de
accesibilidad de diferentes loci estarian involucrados en esta regulaciéon. A través de estos mecanismos,
la informacién proveniente del ambiente quedaria codificada sobre el genoma de manera reversible,
aunque también conservaria un cardcter heredable.

Mecanismos de integracidn de las sefiales ambientales: la regulacién epigenética

En el caso de los genomas eucariontes, el material genético se encuentra empaquetado dentro del nicleo
en una estructura que llamamos cromatina, entendida como la asociacion de DNA y RNA con diferentes
proteinas. Esta cromatina estd constituida por una sucesién de nucleosomas, los cuales son un arreglo
octamérico que contiene dos copias de cada una de las proteinas histonas H2A, H2AB, H3 Y H4 (Figura
4). Dependiendo del grado de compactacién, esta cromatina puede dividirse en dos clases: eucromatina
y heterocromatina, asociadas a un estado transcripcionalmente activo e inactivo, respectivamente (Figura
2).
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A) Euchromatina B) Heterochromatina

Estado activo Estado inactivo

Activacion transcripcional Represion transcripcional

Chromo

Me3

Figura 2. Eucromatina y heterocromatina. La cromatina dentro del nicleo se puede encontrar en dos estados fundamentles:
a) la eucromatina, caracaterizada por presentar un nivel de compactacién relativamente bajo y estar asociada a regiones de
transcripcidn activa y b) la heterocromating, que presenta niveles elevados de compactacién y estd asociada a un estado de
represion transcripcional.

La transicién entre un estado transcripcional activo y uno inactivo estd mediado, entre otros factores, por
las modificaciones post-traduccionales en los extremos N-terminal de las histonas y la metilacion del DNA,
las cuales a su vez sirven como sefiales de reclutamiento para modificadores de la cromatina que pueden
aumentar o disminuir el estado de compactacién de la cromatina (Allis & Jenuwein, 2016). Los dos
fenédmenos mds estudiados relacionados con la regulacion epigenética son la metilaciéon del DNA vy las
modificaciones post-traduccionales a las histonas; a continuacién se describen muy brevemente ambos
fendmenos por separado.

La metilacion del DNA

La metilacion del DNA es una marca epigenética que se hereda de forma simétrica o asimétrica a través
de las rondas de divisidén celular, y que consiste en la transferencia de un grupo metilo proveniente del
donador S-Adenosil-Metionina (SAM) al carbono nimero 5 de la citosina (5mC) (Robertson, 2005).
Aunque esta marca puede ocurrir en cualquier contexto dentro del genoma, aproximadamente el 98%
ocurre en posiciones con dinucleétidos CpG en células somdticas de mamiferos (Lister et al., 2009). La
presencia de esta marca estd fuertemente asociada con un estado de represién transcripcional, pues la
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presencia de grupos metilo bloquea el reconocimiento de factores de transcripcién y/o recluta proteinas
represoras.

El proceso de metilacién de los dinucleétidos CpG estd regulado por la actividad de las proteinas metil-
transferasas de DNA (DNMT, por sus siglas en inglés), las cuales catalizan la transferencia del grupo
metilo al DNA. Esta familia de proteinas estd representada por 5 miembros: DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B y la DNMT3L. Mientras que las primeras dos se consideran las responsables de mantener el
patrén de metilaciéon durante la replicacion del DNA (Probst et al., 2009), los otros tres miembros estdn
generalmente asociados al proceso de metilaciéon de novo como respuesta a diferentes estimulos (Jin et
al., 2011).

A su vez, el proceso mediante el cual el DNA pierde la metilaciéon se puede clasificar en dos tipos
esenciales segun sus requerimientos energéticos: desmetilaciéon pasiva y desmetilacion activa. La
desmetilacién pasiva ocurre cuando, a través de las rondas de divisién celular, la herencia asimétrica del
patréon de metilacién se va diluyendo entre cada ciclo de replicacién. Por otro lado, la desmetilacién
activa ocurre a través de la actividad de enzimas de tipo hidroxilasa denominadas TET. Estas enzimas
catalizan la oxidacién de la 5mC hacia 5-hidroximetil-citosina (5hmC), la cudl atraviesa diferentes
eventos de oxidacién secuenciales para convertirse nuevamente en citosina y se ha asociado a activacion
transcripcional (Kriaucionis & Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009).

Acetilacion de histonas

La acetilaciéon de las histonas se regula por la actividad antagénica de dos tipos diferentes de enzimas:
las acetil-transferasas de histonas (HAT, por sus siglas en inglés) y las desacetilasas de histonas (HDAC,
por sus siglas en inglés). Estas enzimas catalizan la adicién y la remocién, respectivamente, de un grupo
acetilo proveniente de la acetil coenzima-A a ciertos residuos de aminodcidos en las proteinas,
tipicamente lisinas y argininas (Bannister & Kouzarides, 2011).

Las HATs son enzimas que catalizan la transferencia de un radical acetilo en el grupo amino de la cadena
lateral de la lisina o la arginina. Esta reaccién provoca que la carga positiva de estos aminodcidos se
neutralice, afectando directamente la estabilidad de unidén entre las histonas y el DNA. Tipicamente, esta
modificacién de las histonas resulta en una activaciéon transcripcional, pues en este estado la interaccién
entre el DNA y los nucleosomas se debilita. Como se dijo antes, estas enzimas utilizan como cofactor a la
acetil-coenzima-A (Ac-CoA) (Hodawadekar & Marmorstein, 2007).

Por su parte, las desacetilasas de histonas remueven los grupos acetilo de estos aminodcidos. Como es de
esperarse, su actividad favorece la estabilizaciéon de la arquitectura local al restablecer las cargas
positivas de las histonas y mejorar la unién nucleosoma-DNA, provocando la compactaciéon de la
cromatina y la represién transcripcional a nivel local (Yang & Seto, 2007).

A su vez, esta familia de proteinas puede subdividirse en 4 tipos, entre los que destacan las pertenecientes

al Tipo lll -denominadas también Sirtuinas- porque utilizan como cofactor al NAD*Y, lo que las vuelve
ademds sensores directos del estado redox de la célula (Yang & Seto, 2007).

Metilacion de histonas

A diferencia de la acetilacién, la metilacién de histonas es una modificacién que no afecta directamente
las propiedades fisicoquimicas de los nucleosomas, por lo que no tiene consecuencias en la estructura de
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la cromatina por si sola, ademds de que pueden estar asociadas a la represién o activacién
transcripcional dependiendo del residuo en el que se ubiquen. Dicho de otra forma, esta modificacién
requiere de la lecfura por parte de ofras proteinas, las cuales tienen dominios de unién a estas
modificaciones.

Ademds de esto, los residuos de lisina pueden ser mono-, di-, y trimetilados, mientras que los residuos de
arginina se pueden monometilar y dimetilar asimétrica- o simétricamente (Ng et al., 2009), lo que agrega
un nivel extra de complejidad al fenémeno de modificacion post-traduccional de las histonas.

La metilacién de los residuos de las histonas se lleva a cabo por un grupo de enzimas llamadas metil-
transferasas de histonas (HMT, por sus siglas en inglés Histone Methly-Transferases), las cuales catalizan
la transferencia de un grupo metilo proveniente de la S-Adenosil-Metionina o SAM, al grupo amino de
la cadena lateral de lisinas y argininas.

Debido a la cantidad de modificaciones que pueden resultar, a lo largo de la evolucién estas enzimas se
han especializado en la modificacién de residuos especificos. Por ejemplo, en Neurospora crassa la
proteina DIM5 metila especificamente el residuo 9 de la histona H3 (H3K9me, a partir de ahora), mientras
que SET7 /9 solo actia sobre el residuo 4 de la histona H3, 6 H3K4me. Ademds, la especificidad también
puede observarse en el grado de metilaciéon en el que estdn involucradas; mientras que DIM5 puede
catalizar Unicamente la trimetilacién de la lisina 9 (H3K9me3) (Tamaru et al., 2003), SET7 /9 solo puede
monometilar a la lisina 4 (Xiao et al.,, 2003).

Aunque originalmente se propuso que la metilacién de las histonas era una marca permanente, en el
2004 se descubrié la primera desmetilasa de histonas, LSD1 (por sus siglas en inglés Lysine-Specific
Demethylase), la cual utiliza como cofactor al FAD (Yujiang Shi et al., 2004). Ademds de volverla un sensor
metabdlico al igual que las Sirtuinas, el mecanismo de reaccién que involucra la utilizacién del FAD limita
la actividad de esta enzima a residuos mono- y dimetilados (Klose & Zhang, 2007).

Sin embargo, mdas tarde se describié una nueva familia de proteinas capaces de remover esta
modificacién, las proteinas con dominios Jumoniji (JMID), que utilizan Fe(ll) y alfa-ceto-glutarato como
cofactores (Tsukada et al., 2006). Notablemente, en este grupo se encuentra la primera enzima descrita
que cataliza la remocién de la marca de trimetilacién en los residuos @ y 36 de la histona 3 (H3K9me3
y H3K36me3, respectivamente), lo que ademds sugirié que al igual que las HMT, la actividad de estas
enzimas es especifica a nivel de sustrato y niveles de modificacion (Whetstine et al., 2006).

Regulacién transcripcional a través del epigenoma

El papel principal tanto de la metilaciéon del DNA como de las diferentes modificaciones post-
traduccionales de las histonas es la regulacién de la transcripcion, ya sea a través de alteraciones en la
estructura local de la cromating, o bien a través del reclutamiento de factores de transcripcién y otras
moléculas efectoras que faciliten o inhiban el ensamblaje de la maquinaria transcripcional.

Mientras que algunas modificaciones como la fosforilaciéon y la acetilacién de algunos residuos de las
histonas afectan directamente su estructura al neutralizar sus cargas positivas, otros tipos de modificacién
como la ubiquitinacién afectan la estructura local de la cromatina al agregar una molécula de gran
tamaino a las histonas, alterando la interaccién entre el DNA y los nucleosomas; de esta forma y en
términos generales, su adicién o remocidén resulta en una cromatina mds o menos accesible,
respectivamente (Figura 2) (Kiefer et al., 2008; Kouzarides, 2007). Por otro lado, la metilacién tanto de
las histonas como del DNA en todos sus niveles resulta ser una modificacién relativamente neutral en
términos estructurales. Debido a que por si solas estas modificaciones no afectan significativamente la
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estructura local o global de la cromatina, su efecto se manifiesta en presencia de diferentes proteinas
encargadas de “leer” esta informacién.

Para entender esto, es necesario explicar lo que se ha denominado como el modelo de “writers”, “erasers”
y “readers” (Allis & Jenuwein, 2016). En este modelo de la regulacién transcripcional, todas las enzimas
que catalicen la adicién o remocién de modificaciones covalentes al DNA o a las histonas (DNMTs, TETs,
HATs, HDAG:, etc.) fungirian como los writers y readers, respectivamente. Por su parte, para entender el
fenédmeno de reading es necesario hablar de cédmo es que estas proteinas son capaces de reconocer de
manera especifica las numerosas modificaciones a la cromatina.

Eraser

Writers
p.e. HATs, HMTs,
DNMTs

Erasers
p.e HDACs,
KMDs

* Activacién o represion
transcripcional

*Replicacién del DNA r\
*Reparacion del DNA

Reader
Writer

Readers
p.e. Proteinas de unién a
bromo- o cromodominios

Figura 3. Modelo de writers, erasers y readers. Los elementos de tipo writer catalizan la adicién de marcas como la metilacién
o la acetilacién de histonas, mientras que los elementos de tipo eraser catalizan la remocién de estas marcas. Por su parte, los
elementos de tipo reader se encargan de leer la informacién codificada en estas modificaciones y reclutar a proteinas
asociadas con la represién o la activacion transcripcional.

Existen diferentes proteinas asociadas a la cromating, las cuales interactan con ella a través de

diferentes dominios de unién a ciertas modificaciones (Xhemalce et al., 201 1). Como es de esperarse, la
gran mayoria de estos dominios interaccionan Unicamente con lisinas modificadas. Entre los diferentes
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dominios de unién a lisinas metiladas se encuentran los cromodominios (Champagne & Kutateladze,
2009) y las proteinas de la familia Tudor (Kim et al., 2006), la cual engloba a proteinas con dominios
PWWP Y MBT (Champagne & Kutateladze, 2009); por otro lado, tenemos a las proteinas con
bromodominios (Figura 3) los cuales interaccionan selectivamente con residuos de lisina acetilados
(Mujtaba et al., 2007). Notablemente, dentro de estas proteinas podemos encontrar representantes de
las acetil transferasas de histonas y algunos remodeladores de la cromatina como el complejo SWI/SNF
(Hassan et al., 2002). Ademds, muchas de estas proteinas también contienen dominios de interaccién con
otros factores de tipo writer y reader.

Un ejemplo bien descrito es el de la proteina HP1, la cual interactda con la histona H3 cuando su residuo
nueve se encuentra trimetilado (H3K9me3), una marca tipicamente asociada con una cromatina compacta
y represién transcripcional. HP1 se une a la marca H3K9me3 a través de un cromodominio presente en
su extremo amino y posteriormente facilita el reclutamiento de otras proteinas efectoras que se
encargardn de compactar la cromatina de manera constitutiva (Bannister et al., 2001; Lachner et al.,
2001). En contraposicién a este ejemplo, es importante mencionar que estos factores no solamente facilitan
el reclutamiento de efectores, sino que también pueden prevenirlo. Tal es el caso de la modificacién
H3K4me3, una marca tipicamente asociada con una cromatina abierta y un estado transcripcional activo,
la cual impide la unién del factor de transcripciéon NuRD, a su vez asociado con la represidn transcripcional
(Nishioka et al., 2002; Zegerman et al.,, 2002). Esta modificacién también previene la unién de la metil
transferasa de DNA DNMT3L (Adams-Cioaba & Min, 2009).

La enorme diversidad de modificaciones epigenéticas en la cromatina es quizds el reflejo de que la célula
ha desarrollado un mecanismo de regulacién transcripcional altamente sensible a las fluctuaciones en el
ambiente, y aunque el fendmeno de reconocimiento y unién a estas marcas es bastante complejo, lo mas
interesante es la lectura en si misma. Todas estas modificaciones, ademds, tienen efectos de diferente
grado sobre las otras: estas marcas pueden ser interdependientes, antagédnicas, inhibitorias o
cooperativas entre si (Xhemalce et al., 201 1), lo cual ha dado lugar la hipétesis del cédigo de histonas
(Figura 4) (Jenuwein & Allis, 2001).
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Figura 4. El cédigo de histonas. Esta hipdtesis propone que la deposicién o remocién de todas las modificaciones post-
traduccionales de las histonas tiene un efecto competitivo, inhibidor, cooperativo o antagénico sobre las otras. De esta forma,
la informacién relativa al estado transcripcional a nivel local se regula de manera muy fina.

La propuesta del cédigo de histonas es que la presencia o ausencia de modificaciones post-traduccionales
especificas determina el estado transcripcional a nivel local. En apoyo a esta idea, actualmente se
reconoce la correlacién entre la presencia de algunas marcas y el tipo de compartimento dentro del
nucleo. Mientras que en las regiones transcripcionalmente activas generalmente estdn representadas las
marcas H3K4mel (asociada a elementos regulatorios de tipo “enhancer”) (Hon et al., 2009), H3K4me3
(asociada a promotores) (Barski et al.,, 2007; Schneider et al., 2004), otras marcas como la H3K27me3
y la H3K9me3 estdn asociadas a regiones de heterocromatina facultativa (p.e. el cromosoma X en
mamiferos) y constitutiva (como centromeros y telédmeros), respectivamente (Trojer & Reinberg, 2007).

La relacién entre el epigenoma y el metabolismo energético

El metabolismo energético es el resultado de diferentes reacciones enzimaticas que utilizan los nutrientes
provenientes del medio para alcanzar los requerimientos energéticos de la célula, pero también funge
como el medio para sintetizar todo tipo de componentes orgdnicos como nucleédtidos, aminodcidos o
lipidos, los cuales son necesarios para la sintesis de dcidos nucleicos, la sintesis de proteinas o el
almacenamiento de energia, respectivamente. Estas reacciones pueden ser manipuladas
farmacolégicamente o bien a través de la dieta, lo cual tiene efectos significativos en procesos como la
identidad celular (Yucel et al.,, 2019), el desarrollo (Tang et al., 2017), la divisién celular, entre otros.
Mas alléd de describir extensamente estas redes metabdlicas y las reacciones necesarias para la
produccién de los metabolitos intermediarios, en este trabajo pretendo explicar la relevancia biolégica
del fenémeno de la regulacién metabdlica del epigenoma.
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Una gran cantidad de enzimas modificadoras de la cromatina como las HATs, HDACs, HMTs, TET, e incluso
algunos remodeladores de la cromatina utilizan como substratos, cofactores y/o reguladores alostéricos
a moléculas pequenias derivadas de rutas metabdlicas como el ciclo de la metioning, el ciclo de Krebs y
la glucdlisis (Figura 5). Estos metabolitos incluyen a la S-adenosil-metionina (SAM, donadora de grupos
metilo), la acetil-coenzima A (Ac-CoA, donadora de grupos acetilo), NAD+, el alfa-ceto-glutarato (aKG),
entre otros (Reid et al., 2017). De esta forma, el metabolismo funge como un eje de integracién de sefiales
relacionadas con el ambiente nutricional y como un mecanismo de transmisién de esta informacién hacia
el estado de la cromatina.

La capacidad de la célula de responder a las variaciones en la disponibilidad de nutrientes es el resultado
de las caracteristicas cinéticas y termodindmicas de las enzimas modificadoras de la cromatina, pues las
constantes de disociaciéon de algunas acetil-transferasas y metil-transferasas se encuentran muy cerca de
las concentraciones fisiolégicas de sus sustratos, lo que convierte a estas enzimas en sensores indirectos
del metabolismo (Reid et al.,, 2017). Como consecuencia, su actividad es altamente sensible a la
concentracién de metabolitos intermedios como la SAM y la Ac-CoA.

Dindmica de metilacion de las histonas y DNA

La metilacién tanto del DNA como de las histonas se lleva a cabo por enzimas que utilizan como cofactores
a la SAM, la cual se produce principalmente mediante el metabolismo de aminodcidos como la metionina
y la treonina (Shyh-Chang et al.,, 2013; Zhang, 2018). Tanto las DNMTs como las HMTs utilizan este
metabolito para afadir un grupo metilo a diferentes bases nitrogenadas o residuos de aminodcidos en
las histonas, convirtiéndolo en S-adenosil-homocisteina (SAH). A su vez, la SAH actda como un inhibidor
competitivo y regula negativamente la actividad catalitica de estas enzimas (Sanderson et al., 2019). En
este contexto, el patrén de metilacién global del DNA y de las histonas es sensible a la suplementacién
de estos aminodcidos en la dieta o a la activacién/inhibicién farmacolégica de las enzimas metabélicas
responsables de su procesamiento.

Por su parte, la pérdida de metilacion del DNA depende de la actividad de las proteinas TET, las cuales
utilizan como sustrato al aKG y al oxigeno para catalizar la oxidacién de esta marca (Kohli & Zhang,
2013). A su vez, la desmetilacién de las histonas depende de la concentracién de mdas de dos nutrientes:
mientras que las proteinas de la familia Jumoniji (JHDMs) también utilizan al aKG y el oxigeno como
sustratos, las proteinas LSD utilizan al dinucleétido de flavina y adenina (FAD) como cofactor (Yang Shi,
2007). Asi, la actividad de las TET y las JHDMs se ve inhibida por la disponibilidad de oxigeno y la
concentracion de andlogos del aKG como el succinato y el fumarato, mientras que la actividad de las
proteinas LSD dependerd parcialmente de la actividad de la cadena transportadora de electrones y la
produccién metabdlica del equivalente FAD.
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Figura 5. Regulacién metabélica del epigenoma. Debido a que la actividad de los diferentes modificadores de la cromatina
depende de la concentracién de metabolitos intermedios como la Ac-CoA y la SAM, estimulos que alteren el flujo metabdlico
y por ende la produccién de estos metabolitos tendrdn un efecto directo sobre la estructura local de la cromatina.

Dinamica de acetilacion y desacetilacion de histonas

Aunque existen mecanismos no enzimdticos para la adicién de un grupo acetilo a residuos de aminoécidos,
en condiciones fisiolégicas la mayor parte de la acetilacion de las histonas se lleva a cabo por las HATs,
las cuales utilizan como cofactor a la acetil-coenzima A (Ac-CoA).

En mamiferos la mayor parte de la producciéon de Ac-CoA depende del metabolismo catabdlico de la
glucosa y dcidos grasos provenientes del medio (Cluntun et al., 2015; Wellen et al., 2009). Mientras que
la glucosa alimenta la via glucolitica y el metabolismo mitocondrial para generar citrato -el cual es
exportado fuera de la mitocondria-, la suplementacién de dcidos grasos alimenta la via de la B-
oxidacién; ambas vias tienen como resultado la producciéon de Ac-CoA y su exportacién al citosol en
forma de citrato. Ademds, el consumo de acetato -un Gcido graso de cadena corta- por parte de la
enzima acetil-CoA sintetasa 2 también es una fuente importante para la produccién de este intermediario
(Liv et al., 2018). Asi, se puede afectar significativamente el perfil global de acetilacion mediante la
suplementacién de estos nutrientes en el medio o bien a través de la modulacién farmacolégica de la via
glucolitica y la B-oxidacioén.

Por su parte, la desacetilacién de histonas por parte de las HDACs también se ve afectada por la
disponibilidad de diferentes metabolitos intermediarios. Las HDACs de la clase | y Il ven inhibida su
actividad por la concentracién del butirato y el B-hidroxibutirato producidos por la oxidacién de dcidos
grasos o la cetogénesis, respectivamente (Shimazu et al., 201 3). Las Sirtuinas, que utilizan al NAD+ como
cofactor para remover el grupo acetilo, son sensibles a la modulacién del ciclo de Krebs y del estado
redox de la célula (Chalkiadaki & Guarente, 2012).
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Efectos persistentes del metabolismo sobre el epigenoma: la memoria metabdlica

Uno de los ejemplos en donde se manifiesta claramente el impacto que tiene el metabolismo sobre la
regulacion transcripcional y el establecimiento de una memoria transcripcional patolégica es el desarrollo
de enfermedades metabdlicas como la diabetes, la obesidad y el sindrome metabdlico. En principio,
factores tanto genéticos como ambientales estdn involucrados en el desarrollo de estas enfermedades.
Sin embargo, estudios de asociaciéon a nivel genémico han demostrado que la variabilidad genética
explica muy poco acerca del desarrollo de estas condiciones metabdlicas (Allum & Grundberg, 2020). En
concreto, actualmente se reconoce que existen muy pocas variantes genéticas relacionadas con el
desarrollo de estos padecimientos, y aun estas variantes explican sélo el 10% de la predisposicién. Estas
observaciones han dado lugar a la propuesta de que los factores ambientales como el consumo de dietas
altas en azicares y grasas son el principal detonante de estas enfermedades.

Precisamente, el origen del término “memoria metabdlica” se remonta a ensayos clinicos sobre el control
de los niveles de glucosa en sangre en pacientes con diabetes tipo I. En un primer ensayo, los pacientes
fueron separados en dos grupos: el primero fue tratado con dos inyecciones diarias de insulina, mientras
que el segundo grupo fue sometido a un tratamiento intensivo de 3 o 4 inyecciones diarias para controlar
sus niveles de glucemia. Estos ensayos reportaron que el grupo sometido al tratamiento intensivo tuvo una
incidencia mucho menor en la aparicién de diferentes complicaciones de la diabetes como la retinopatia
y la nefropatia (Genuth et al., 2002). Dadas las diferencias tan pronunciadas, en un segundo ensayo los
pacientes que habian estado recibiendo el tratamiento estdndar fueron sometidos al tratamiento
intensivo; sin embargo, el grupo de pacientes que se sometié al tratamiento intensivo desde el primer
ensayo mostré una menor incidencia de complicaciones tardias como alteraciones micro- y
macrovasculares (Writing Team, 2003). En conjunto, estos ensayos dieron lugar a la hipétesis de que la
aparicién de las complicaciones de la diabetes depende en gran medida del momento en que se inicia
el tfratamiento para controlar los niveles de glucosa en sangre.

Desde entonces, el fendmeno de memoria metabdlica se ha probado en una variedad de modelos
experimentales como las células vasculares de musculo liso (Villeneuve & Natarajan, 2010), células
endoteliales (EI-Osta et al., 2008), células de endotelio retinal (Kanwar et al., 2007), entre otros. Aunque
la mayoria de los esfuerzos por descifrar los mecanismos del establecimiento de la memoria se ha
centrado en la produccién de especies reactivas del oxigeno en la mitocondria, trabajos recientes han
propuesto que la regulacién epigenética juega un papel importante (Allum & Grundberg, 2020).
Actualmente sabemos que factores como la desnutricién o la obesidad, el nivel de actividad u otros
factores ambientales pueden afectar mecanismos epigenéticos en adultos y en la descendenciq, los cuales
resultan en la expresién aberrante de genes involucrados en enfermedades metabdlicas y vasculares
(Wang et al., 2012).

A pesar de toda la evidencia que existe actualmente sobre el fenédmeno de la memoria metabdlica en
modelos de diabetes in vitro e in vivo, en sentido estricto la mayor parte del trabajo en torno a la
memoria metabdlica se ha realizado en organismos unicelulares como la levadura. La exposicion previa
a un estimulo especifico ha probado reducir el tiempo de respuesta cuando el estimulo inductor se vuelve
a presentar, y lo mds interesante de este fendmeno es que puede presentarse adn en la progenie, es
decir en células que jamds han estado expuestas al estimulo inicial (D’Urso et al., 2016). El fenémeno en
si mismo se ha propuesto como un ejemplo de memoria transgeneracional o “memoria celular” y ha sido
nombrado en la literatura como comportamiento dependiente de la historia (History Dependent Behaviour,
HBD). Se cree que este fendémeno les permite a las células adaptarse mucho mds rdpido en un escenario
en el que el estimulo inductor se presenta de forma ciclica (Cerulus et al., 2018).
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Especificamente, los ejemplos mejor estudiados son los cambios transcripcionales inducidos por la
sustitucion de diferentes fuentes de carbono, entre los cuales la expresion del gen GAL1 es quizd el
ejemplo mejor estudiado y fue descrito precisamente en Saccharomyces cerevisiae (Stockwell et al., 2015).
En su momento, estos trabajos reportaron que cuando las células se transfieren de un medio con glucosa
a uno con galactosa, se induce una expresién débil de GAL1 con su fase lag asociada. Sin embargo,
cuando esta misma poblacién se transfiere a un medio con glucosa y eventualmente se recoloca en un
medio con galactosa, la expresiéon de GAL1 alcanzaba niveles mucho mayores con respecto al primer
ciclo de induccién y la fase lag no se presentaba.

Aunque los mecanismos detrds de este comportamiento siguen explordndose, actualmente se reconoce
que las modificaciones de la cromatina juegan un papel muy importante y que las levaduras pueden
heredar la informacién relativa al estado de accesibilidad de un promotor en particular. En el caso
especifico del gen GAL1 diferentes grupos han reportado que tras el primer ciclo de exposicién, la
magquinaria remodeladora de la cromatina remueve los nucleosomas del promotor del gen GALI,
dejdndolo disponible para el acceso de la maquinaria transcripcional. De esta forma, al presentarse la
segunda exposicion, el promotor se encuentra disponible y la tasa de transcripciéon es mds rdpida y
eficiente (D’Urso et al., 2016; Sood et al., 2017). Siguiendo la misma linea argumental, a este fenémeno
se le ha sub-clasificado como “memoria transcripcional metabélica” (Bheda, 2020).

Modelos para el establecimiento de la memoria transcripcional
metabélica

Por definicién, las modificaciones epigenéticas son heredadas a través de las rondas de divisidén celular,
generando asi una memoria epigenética que contribuye al mantenimiento de la identidad celular. Ante
la exposicién a nuevos estimulos ambientales, la célula modifica su programa transcripcional mediante la
adicién o remocién de estas marcas epigenéticas, facilitando o inhibiendo el reclutamiento de la
magquinaria de transcripcién para responder a dichos estimulos (Figura 3) (Allis & Jenuwein, 2016).

Como se dijo anteriormente, para que los ajustes en el programa transcripcional sean adecuados, la
célula debe responder con mucha precisién a las variaciones repentinas en las condiciones ambientales.
Una de las estrategias que las células implementan en respuesta a estimulos ambientales que se presentan
de forma ciclica es la llamada memoria transcripcional. Para entender este concepto, la respuesta
transcripcional se puede dividir en dos tipos generales: respuestas rapidas y respuestas sostenidas (Bartke
& Schneider, 2020).

El primer tipo, la respuesta rdpida, describe un escenario en el que la célula activa o reprime la
transcripcion de genes de respuesta a un estimulo durante el mismo tiempo que dura la exposicién. Esta
respuesta se llevaria a cabo a través de moléculas sensoras preexistentes, moléculas senalizadoras o
bien la accién de diferentes factores de transcripcidn presintetizados. Una vez que el estimulo inductor es
removido, la célula ajustaria nuevamente su programa transcripcional para alcanzar la homeostasis en
las codiciones basales o iniciales (Figura 6, A).

El otro tipo, la respuesta sostenida, describe un escenario en el cual los ajustes transcripcionales se
mantienen aun después de la ventana de exposicidon, e incluso pueden ser heredados a través de las
rondas de division celular. Esta, a su vez, puede subdividirse en al menos dos casos: en el primero, tanto
los componentes de memoria como la respuesta transcripcional se mantendrian en el tiempo, ain después
de remover el estimulo inductor (Figura 6, B), mientras que en el segundo caso, la respuesta transcripcional
se retrae cuando termina la ventana de exposicidn, aunque los componentes de memoria se mantienen a
través de las divisiones; de esta forma, si el estimulo se presenta de nuevo, la célula estaria preparada
para montar una respuesta mds rdpida e incluso de mayor magnitud. (Figura 6, C). A la luz de estos
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modelos, el requerimiento para el establecimiento y mantenimiento de este tipo de memoria es que exista
un mecanismo de transferencia bidireccional de informacién entre el ambiente y la estructura local de la
cromatina.

Estimulo metabdlico
transitorio

Componentes de
memoria
Respuesta
transcripcional

Tiempo Tiempo Tiempo

Figura 6. Tipos de respuesta transcripcional ante estimulos siUbitos. A) La respuesta transcripcional répida estd
caracterizada por un cambio transcripcional que se mantiene Unicamente mientras el estimulo inductor estd presente.
Presumiblemente, no existen componentes de memoria en este tipo de respuesta. B) Ante un estimulo de suficiente magnitud,
los componentes de memoria de la célula permaneceria alterado y se mantendria en la misma magnitud adn en ausencia del
inductor. A esto se le llama memoria de mantenimiento. C) En caso de estimulos que varian de forma ciclica, el transcriptoma
de la célula ya estaria preparado para responder a este cambio y responde con una mayor magnitud cuando el estimulo se
presenta de nuevo. Modificada de Bheda, 2020.

En el contexto de la regulacién metabélica del epigenoma, ante la presencia de estimulos que modifiquen
el metabolismo y afecten la concentracién relativa de metabolitos como la SAM o la Ac-CoA, la actividad
de los modificadores de la cromatina resultaria en el establecimiento de un programa transcripcional que
permita contender con el estimulo. Si dicho programa transcripcional incluye la expresién de genes
involucrados en el metabolismo, se generaria un asa de retroalimentacion positiva en el que la respuesta
transcripcional perpetia la producciéon de algin metabolito intermedio a niveles suficientes para afectar
la actividad de los modificadores de la cromatina (Figura 7).

22



Medificaciones de 1a cromatina
Metilacion del DNA
Acetilacién y metilacion de histonas
Asas de cromatina
Anclaje a la periferia nuclear

transcripcional
metabélica

¥ |

Retroalimentacion positiva en la produccion de ciertas Cambios globales en el estado
proteinas, relacionadas o no con & metabolismo respiratorio y el balance entre la concentracién
Herencia de proteinas de metabolitos intermediarios

ivacion sostenida de vias de sefializacion

Figura 7. Elementos para el establecimiento de la memoria transcripcional metabélica. El establecimiento de una memoria
transcripcional de cardcter metabdlico depende de una correcta transferencia de informacién proveniente del ambiente
nutricional a través del metaboloma, lo que resulta en modificaciones al perfil de accesibilidad de la cromatina a través de
procesos como la metilacién del DNA o de las histonas. Por su parte, los elementos de tipo proteico o de RNA involucrados en
la respuesta transcripcional también participarian en el mecanismo de retroalimentacién que perpetie el nuevo programa
transcripcional. Modificado de Bheda, 2020.
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Planteamiento del problema

Cuando las células se exponen a nuevos estimulos ambientales, diferentes enzimas modificadoras de la
cromatina catalizan la adicién o remocién de modificaciones al DNA y a las histonas que contribuyen a
ajustar el programa transcripcional. Estas modificaciones pueden ser heredadas a lo largo de varias
generaciones celulares de manera estable, ain cuando el estimulo que las provocéd haya sido removido.

A suvez, se ha reportado que la actividad de las enzimas modificadoras de la cromatina estd fuertemente
regulada por la concentraciéon de metabolitos intermediarios provenientes del metabolismo central, los
cuales actian como sustratos, cofactores y /o reguladores alostéricos. Con base en estos antecedentes, en
este trabajo nos propusimos exponer a células somaticas a diferentes estimulos metabdlicos en el medio
de cultivo de manera transitoria para evaluar el establecimiento de una memoria metabélica y/o
epigenética.

El completar este proyecto nos permitird determinar si existe una memoria metabdlica inducida por
estimulos nutricionales diversos en células somdticas animales, y si esta memoria metabdlica resulta en una
memoria epigenética estable en las células. Ademds, establecer un modelo de induccién de memoria
metabdlica a través de la suplementacién transitoria del medio de cultivo nos permitird abordar o evaluar
los mecanismos mediante los cuales se heredan estos programas transcripcionales.
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Hipotesis

Exponer células somdticas animales a diferentes estimulos nutricionales de manera transitoria, inducird
una memoria metabdlica que estard presente aun después de varias rondas de divisién celular.

Obijetivo general:

Establecer un modelo in vitro para determinar si la exposicién de diferentes tipos celulares de mamiferos
a distintos estimulos nutricionales de manera transitoria resulta en cambios metabdlicos persistentes.

Obijetivos particulares

* Establecer cultivos primarios de fibroblastos murinos (neonatales y embrionarios) y de células
endoteliales humanas y exponerlos a concentraciones suprafisiolégicas de diferentes nutrientes de
manera transitoria in vitro para establecer un modelo de memoria metabdlica.

* Evaluar la respiraciéon mitocondrial y la glucdlisis de las células expuestas a los distintos estimulos
metabdlicos durante los tratamientos y dias después de removido el estimulo para determinar si
existe una memoria metabdlica utilizando un analizador de flujo extracelular.

* Evaluar el estado oxidativo (mediante reduccién de MTT) de las células donde se ha establecido
una memoria metabdlica.
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Métodos

Protocolo: Obtencién de fibroblastos dermales de ratones neonatos

11.

Obtener ratones neonatos de entre 0 y 3 dias de edad (P0-P3) de la cepa C57/BL6. Limpiar a
los ratones con etanol al 70 % para eliminar cualquier resto de suciedad.

Sacrificar a los individuos cortdndoles la cabeza en un solo movimiento con ayuda de unas tijeras
de diseccion. Permitir que la sangre salga del cuerpo del animal. (checar con el comité de bioética
del Instituto si esto estd permitido, pues en muchos casos piden anestesiar al animal).

Lavar los cuerpos con PBS 1x para deshacerse del exceso de sangre; lavar una vez en etanol al
70 %.

En la campana de flujo laminar, cortar las patas y la cola con cuidado de no perforar mas allé
de la piel.

A partir de los orificios de las extremidades, cortar la piel del lomo completo de los ratones
utilizando pinzas para despegar la piel del tejido muscular.

Con tijeras de diseccién estériles, cortar la piel del lomo en trozos lo mds pequefios posible.
Resuspender los fragmentos de piel en tubos cénicos con 5 mL de tripsina al 0.05 % y agitar a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

Dilvir la tripsina con medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10 % y pasar la
suspension de células a través de un filtro de 50 o 100 um.

Centrifugar la suspensién filtrada a 1,300 rpm durante 5 minutos.

. Resuspender las células en medio DMEM y sembrar las células en cajas previamente tratadas con

gelatina al 0.1 %.
Cultivar las células en una incubadora con 5 % de CO2 a 37 °C hasta alcanzar un 70-80 % de
confluencia.

Protocolo: Obtencién de fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs)

chhobd

N

8.

9.

10.

11.

12.

Sacrificar una ratona de la cepa C57/BL6 con 13.5 dias de gestacién por dislocacién cervical
(checar con bioética de Instituto).

Rociar etanol al 70% en el abdomen.

Realizar una incisién en la piel con tijeras de diseccién.

Con ayuda de unas pinzas, exponer la cavidad abdominal.

Remover ambos cuernos uterinos y colocarlos en un tubo PSB 1x estéril.

Dar un lavado a los cuernos uterinos en alcohol al 70 % y uno mds en PSB 1x para retirar los
restos de sangre.

En la campana de flujo laminar, utilizar una caja Petri de 10cm con PBS 1x para remover los
embriones del Gtero y retirar el saco vitelino de cada uno.

Decapitar a cada uno de los embriones y retirar los érganos rojos. Poner los cuerpos en una nueva
caja de Petri.

Con ayuda de un bisturi estéril, cortar en pequefios pedazos los cuerpos de los embriones.
Colocar estos fragmentos en tubos cénicos de polipropileno con 5 mL de tripsina al 0.05 % y
mantener en agitacién a temperatura ambiente por 15 minutos.

Inactivar la tripsina con medio suplementado con suero fetal bovino y centrifugar 5 minutos a
13,000 rpm.

Retirar el sobrenadante y resuspender los fragmentos de piel en medio de cultivo (DMEM Low

Glucose suplementado con suero fetal bovino y glutamina), con una concentracién de antibidtico
2x.
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13.Sembrar en cajas de 15 cm tratadas previamente con gelatina al 0.1 % y cultivar las células en
una incubadora con 5% de CO2 a 37 °C.
14, Cambiar medio DMEM + 10% de SFB a las 24 hrs y mantener el cultivo.

Determinacién del fenotipo metabélico con el equipo Seahorse (Agilent Technologies)

Se cultivaron células HEK 293-FT, fibroblastos dermales de ratones neonatos (NMDF, por sus siglas en
inglés) y MEFs en medios suplementados con diferentes nutrientes (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién utilizada para cada nutriente y para cada tipo celular.

Concentracién utilizada por tipo celular
. . Fibroblastos Fibroblastos
NUTrlenTe/tro’romlenTo HEK 293-FT | dermales de ratén | embrionarios de HUVEC
neonato raton
Glucosa baja 5.5 mM 5.5 mM 5.5 mM 5.5 mM
Glucosa alta 25 mM 25 mM 25 mM 30 mM
Sin glucosa 0 mM 0 mM 0 mM -
Treonina 3.2 mM 3.2 mM 3.2 mM -
Colesterol 500 UM 500 UM 500 UM -
Adenosina 1 mM 500 UM 500 UM -
Oxigeno - - 18 % -
Acido Ascérbico 200 pM 200 pM 200 pM -
Acetato de potasio 300 UM 300 UM 300 UM -
Acido palmitico 300 UM 200 UM 200 UM -

Las células se cultivaron durante tres, cuatro o cinco dias (HEK 293FT, HUVEC y fibroblastos,
respectivamente) en los diferentes medios de cultivo y después se mantuvieron durante un periodo de la
misma duracién en las condiciones de cultivo basales que simularan las concentraciones en sangre (glucosa
[5.5 mM] y oxigeno al 8 %). Durante todos los dias que duré cada experimento, el medio se cambié
cada 24 horas para mantener la concentraciéon de todos los nutrientes lo mds estable posible. Un dia
antes de utilizar el equipo, las células se tripsinizaron y sembraron en placas de 96 pozos Seahorse 96-
well XF Cell Culture Microplates (Agilent Technologies). Para cada tratamiento se sembraron un total de 6
pozos con 15,000; 10,000 6 20,000 células (HEK 293FT, HUVEC vy fibroblastos, respectivamente).
Adicionalmente, a mitad del ensayo se afiadieron oligomicina y FCCP a 1 mM y 500 UM, respectivamente,
para ensayar el fenotipo metabdlico en condiciones de estrés.

El analizador de flujo extracelular realiza ocho mediciones peridédicas cada 6 minutos para un total
aproximado de 48 minutos de ensayo. El metabolismo basal se calcula durante las primeras tres
mediciones, mientras que el metabolismo en estrés se calcula después de la inyeccién de oligomicina y

FCCP durante los 30 minutos restantes. El potencial metabélico se calcula con el cociente del metabolismo
en estrés entre el metabolismo basal, y se expresa en términos de porcentaje.

Cuantificacién de proteina en placas de 96 pozos

La cuantificaciéon de proteina se realizé mediante el método de Lowry modificado utilizando el kit de
cuantificacién de proteinas Bio-Rad DC siguiendo las especificaciones del proveedor.

Ensayos de reduccion de MTT checar tamaiio en el original
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Para ensayar el estado redox de las células en las diferentes condiciones experimentales, se realizaron
ensayos de reduccién de MTT con el kit Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kit de Invitrogen. Brevemente,
las células son incubadas con 60 [L del reactivo de MTT y 600 UL de PBS durante 3 hrs a 37 °C.
Posteriormente se afiaden 600 UL de SDS-HCI y se incuban entre 4 y 18 hrs a 37 °C. Concluido el tiempo
de incubacién, se cuantifica la absorbancia a 570 nm en un espectrofotémetro.
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RESULTADOS

Distintos estimulos nufricionales modifican el fenotipo metabélico de manera persistente en células HEK 293-

FT

El primer paso de este proyecto fue determinar si distintas condiciones de cultivo que representaran un
reto metabdlico eran capaces de inducir cambios apreciables en el fenotipo metabdlico de células en
cultivo. Como condicién control, formulamos un medio de cultivo cuya concentracién de glucosa y oxigeno
se ajustara a las concentraciones que se pueden observar en la sangre de pacientes en ayuno (glucosa
[5.5 mM] y oxigeno al 8 %). A su vez, los criterios para la formulacién de las condiciones experimentales
fueron 1) utilizar concentraciones suprafisiolégicas de cada nutriente -i.e. glucosa 25 mM, que asemeja
las concentraciones de glucosa que se pueden llegar a observar en la sangre de pacientes con diabetes
no controlada- y 2) que impactaran el flujo metabdlico desde diferentes vias -i.e. el consumo de dcido
palmitico o colesterol afectaria la B-oxidacién, mientras que el consumo de adenosina o treonina afectaria
el metabolismo de un carbono (1C).

Utilizamos el equipo Seahorse Bioscience para determinar la tasa de consumo de oxigeno (OCR, asociado
a la produccién de energia a través de la fosforilacién oxidativa) y la tasa de acidificacién extracelular
(ECAR, asociado a la producciéon de lactato proveniente de la glucdlisis) mediante un ensayo de
determinacién del fenotipo metabdlico (Cell Energy Phenotype Test). Elegimos comenzar con células HEK
293-FT pues se trata de una linea inmortalizada; de esta forma, la proliferacién del cultivo durante las
ventanas de exposicién no seria un factor a considerar a la hora de interpretar los resultados (Figura 8,
tabla 1).

De forma muy general, los cambios en la OCR y la ECAR indican que la suplementacién del medio de
cultivo con un Unico nutriente es suficiente para modificar significativamente el fenotipo metabdlico de las
células HEK 293-FT. Aunque en la literatura esta linea celular se describe tipicamente como un cultivo
glucolitico, es interesante notar que en nuestros experimentos tanto la OCR como la ECAR se modifican
con todos los estimulos nutricionales, sugiriendo que el metabolismo respiratorio contribuye
significativamente a la produccién de energia en este tipo celular.
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Figura 8. Cambios metabélicos inducidos por estimulos nutricionales in vitro. El fenotipo metabédlico de células HEK 293-
FT expuestas por 3 dias a diferentes formulaciones del medio de cultivo fue cuantificado por Seahorse. Condiciones basales
de referencia: DMEM+SFB con glucosa [5.5 mM] y oxigeno al 8 %. Se muestra el promedio de 6 pozos por condicién. Barras
de error: error estandar.

Una vez que corroboramos que nuestras condiciones inducen cambios en el fenotipo metabdlico, nos
preguntamos si éstos podrian mantenerse a lo largo de las divisiones celulares, ain en ausencia del
estimulo inductor. Para esto, realizamos un nuevo ensayo de determinacién del fenotipo metabélico, pero
esta vez en células cultivadas en medio control (5.5 mM de glucosa y oxigeno al 8 %) durante 3 dias
posteriores a los estimulos nutricionales (Figura 9, A). Estos resultados mostraron que las diferencias en el
metabolismo de las células, aunque disminuyen en su magnitud, se mantienen aiun cuando removemos el
estimulo nutricional. Notablemente, las diferencias en la OCR (eje vertical) son mds pronunciadas que en
la ECAR (eje horizontal) después de la ventana de recuperaciéon, lo que sugiere que el metabolismo
respiratorio es mds sensible a las alteraciones en el flujo metabdlico provocadas por nuestros
tratamientos. Mds importante adn, estos resultados sugieren que los distintos tratamientos in vitro indujeron
una memoria metabdlica en células HEK 293-FT.

Es importante mencionar que realizamos dos pases (diluyendo 1:3 el nimero de células en cada uno)
antes de realizar las mediciones y que al momento de la medicién las células habian llegado a un 80%
de confluencia, indicando que las células atravesaron varios ciclos de divisién lo que argumenta en favor
de que los cambios observados son verdaderamente una memoria metabdlica en la progenie de las
células originalmente expuestas al estimulo metabdlico.

A

30



Medio basal = Glucosa [5.5 mM] y oxigeno 8 %
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Figura 9. Induccion de memoria metabélica in vitro por estimulos nutricionales. A) Esquema del disefio experimental. B) El
fenotipo metabdlico de células HEK293-FT después de 3 dias de crecimiento en diferentes formulaciones del medio de cultivo
y 3 dias de crecimiento en medio basal (DMEM+SFB con glucosa [5.5 mM] y oxigeno al 8 %) fue evaluado con el equipo
Seahorse. Se muestra el promedio de 6 pozos por condicién. Barras de error: error estandar.
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Estimulos nutricionales suprafisiolégicos resultan en el establecimiento de una memoria metabdlica en
fibroblastos murinos en cultivo

Una vez que definimos que las condiciones de cultivo propuestas inducen una memoria metabdlica en las
células HEK 293-FT (Figura 9), procedimos a evaluar fibroblastos murinos en condiciones similares para
definir si este fenémeno era exclusivo de una linea celular humana o si se extendia a cultivos primarios
de otros mamiferos. Con los fibroblastos modificamos el protocolo a 5 dias de tratamiento seguidos de 5
dias de recuperacién en medio basal dado que los fibroblastos tienen una tasa de division menor que las
células HEK 293-FT. Se evaluaron fibroblastos dermales de ratones neonatos y fibroblastos provenientes
de embriones de 13.5 dias (MEFs) de forma paralela. A continuacién, se presentan los resultados de cada
uno por separado:

o Fibroblastos Dermales Neonatales:

Los resultados evaluando ECAR y OCR mostraron diferencias en el fenotipo metabdlico ante los distintos
tratamientos con respecto al medio control. Notablemente, en todos los casos se observa una tendencia a
que el metabolismo de las células se vuelva mds energético, es decir que se aumenta tanto la tasa de
consumo de oxigeno como la tasa de acidificacién extracelular. Aunque en principio este resultado es
similar a lo observado en células HEK 293-FT, es importante notar que el efecto de cada nutriente por
separado es distinto entre tipos celulares; especificamente, en el caso de los fibroblastos neonatales todos
los tratamientos aumentaron ambos tipos de metabolismo.
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Figura 10. Memoria metabélica en fibroblastos dermales neonatales. A) Esquema del disefio experimental. B) El fenotipo
metabdlico de fibroblastos dermales de ratones neonatos fue evaluado en el equipo Seahorse después de 5 dias de crecimiento
en las diferentes formulaciones del medio de cultivo y 5 dias de crecimiento en medio basal (DMEM+SFB con glucosa [5.5 mM]
y oxigeno al 8 %). Se muestra el promedio de 6 pozos por condicién normalizado contra la concentracién de proteina por
pozo. Para tener una mejor cuantificacién de los pardmetros, los datos de este experimento fueron normalizados mediante la
cuantificacién de proteina total en cada uno de los pozos. Barras de error: error estandar.

® Fibroblastos Embrionarios de Ratén (MEFs)

Extrajimos fibroblastos embrionarios de ratén a partir de embriones de 13.5 dias de edad y se repitid
el protocolo de 5 dias de crecimiento bajo los diferentes estimulos nutricionales y 5 dias de crecimiento
en medio basal, acoplado al ensayo de determinacién de fenotipo metabdlico del equipo Seahorse
(Figura 11). En este experimento afiadimos una condicién experimental extra (5 dias con oxigeno al 20
%) basdndonos en trabajo de Spyrou y colaboradores (2019) en el que reportan que exponer a las
células a diferentes concentraciones de oxigeno afectaba significativamente el proceso de
reprogramacién. Aunque en principio se trata de fibroblastos, nuevamente observamos que el efecto de
cada nutriente es diferente entre tipos celulares. En el caso de los MEFs, algunos tratamientos afectaron
Unicamente el metabolismo respiratorio -i.e. glucosa y dcido palmitico-, mientras que algunos modificaron
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solamente el metabolismo glucolitico -treonina y adenosina-, lo que argumenta en favor de que estamos
afectando el flujo metabdlico desde diferentes vias con nuestros tratamientos.

A Medio basal = Glucosa [5.5 mM)] y oxigeno 8 %
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tratamiento 5 dias en medio
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Figura 11. Memoria metabdlica en fibroblastos embrionarios de raton. A) Esquema del disefio experimental. B) El fenotipo
metabdlico fue evaluado en el equipo Seahorse después de 5 dias de crecimiento en diferentes formulaciones del medio de
cultivo y 5 dias de crecimiento en medio basal (DMEM+SFB con glucosa [5.5 mM] y oxigeno al 8 %). Se muestra el promedio
de 6 pozos por condicién normalizado por cantidad de proteina por pozo. Barras de error: error estandar.

Por otro lado, disefiamos un experimento que sirviera como control técnico de los resultados obtenidos en
el equipo Seahorse. El experimento consistié en elegir tres condiciones suficientemente distintas entre si y
realizar 3 réplicas biolégicas de cada uno para analizarlas con el equipo en la misma corrida. Los
tratamientos elegidos fueron: baja glucosa (control), treonina [3.2 mM] -que en principio afectaria el
metabolismo 1C- y oxigeno al 20 % -el cual afectaria el flujo de la cadena transportadora de electrones.
Como se esperaba, las réplicas biolégicas de cada uno de los tratamientos se agruparon entre si y
resultaron ser claramente distintas entre tratamientos (Figura 12). Aunque en ambos casos se afectaron
ambos tipos de metabolismo, resulta interesante notar que el tratamiento de oxigeno se desplaza
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principalmente en el eje de la OCR, mientras que el tratamiento con treonina provoca un desplazamiento
muy pronunciado en el eje del metabolismo glucolitico.

' Medio basal = Glucosa [5.5 mM] y oxigeno 8 %

MEFs 5 dias con
tratamiento 5 dias en medio
basal
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Figura 12. Memoria metabélica entre réplicas biolégicas. El fenotipo metabélico de fibroblastos embrionarios de ratén fue
evaluado en el equipo Seahorse después de 5 dias de crecimiento en tres diferentes formulaciones del medio de cultivo y 5
dias de crecimiento en medio basal (DMEM+SFB con glucosa [5.5 mM] y oxigeno al 8 %). Se muestra el promedio de 6 pozos
por condicién normalizado a la cantidad de proteina por pozo. Barras de error: error estédndar.
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Células endoteliales humanas también desarrollan una memoria metabélica por pulsos suprafisiolégicos de
glucosa

Para descartar la posibilidad de que nuestros tratamientos resultaran en una seleccién de sub-poblaciones
en el cultivo de fibroblastos -pues los fibroblastos son un cultivo considerablemente heterogéneo-,
realizamos ensayos de induccién de memoria en células endoteliales de vena de cordon umbilical humano
(HUVEC), un modelo que ya utilizamos en nuestro laboratorio para estudiar memoria metabdlica inducida
por hiperglucemia. Por otro lado, las células endoteliales son parficularmente sensibles a las
concentraciones de nutrientes en el medio al estar en contacto directo con el torrente sanguineo. Ademds,
al ser celulas donde la entrada de glucosa no depende de insulina, son particularmente sensibles a altas
concentraciones de glucosa en el medio; como resultado, personas con diabetes no controlada desarrollan
diversas patologias vasculares asociadas a un estado de hiperglucemia sostenida, lo que vuelve a estas
células un modelo muy relevante para estudiar el establecimiento de una memoria metabélica.

En el caso de las HUVEC, las condiciones experimentales fueron la siguientes: glucosa [5.5] mM por 8
dias, glucosa [30 mM] por 8 dias, y un tratamiento de “memoria” consitente en glucosa alta por 4 dias
seguidos de 4 dias en baja glucosa (Figura 13, A). Los ensayos fueron realizados por triplicados
bioldgicos, con 6 réplicas técnicas en cada caso. Como se esperaba, el fenotipo metabdlico obtenido con
estos ensayos demostré que el tratamiento de memoria se agrupa con el tratamiento de alta glucosa
(Figura 13, B) lo que corrobora que en las células endoteliales humanas una exposicion transitoria a altas
concentraciones de glucosa puede inducir cambios metabdlicos persistentes. Un hecho interesante es que,
en apariencia, los tratamientos de alta glucosa afectaron Unicamente el metabolismo glucolitico, lo que
sugiere que en un tipo celular con un metabolismo principalmente glucolitico como las HUVEC, el
metabolismo respiratorio es menos sensible a la suplementacién del medio de cultivo con glucosa a altas
concentraciones.
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Figura 13. Memoria metabélica en células HUVEC. A) Esquema del disefio experimental. B) El fenotipo metabdlico fue
evaluado en el equipo Seahorse después de 8 dias de crecimiento en baja glucosa [5.5 mM], alta glucosa [30mM] y el
tratamiento de memoria (de 30 mM a 5.5 mM). El color de cada uno de las muestras se indica debajo de la gréfica. Se
muestra el promedio de 3 réplicas biolégicas con 6 réplicas técnicas, cada una normalizado a la cantidad de proteina por
pozo. Barras de error: error estdndar.

Para profundizar el andlisis de las diferencias entre los 3 tratamientos, graficamos la OCR (respiracion)
y la ECAR (glucéisis) por separado; ademds trabajamos con los datos obtenidos después de administrar
una mezcla de oligomicina y FCCP a las células (fenotipo metabdlico en estrés). En el caso del consumo
de oxigeno basal, no observamos diferencias significativas entre los tratamientos de baja y alta glucosaq,
aunque existe una diferencia aparente con el tratamiento de memoria (Figura 14, izquierda). Por su
parte, el consumo de oxigeno en estrés muestra el mismo comportamiento, sugiriendo que nuestros
tratamientos no afectaron la capacidad de las células de modular su metabolismo oxidativo (Figura 14,
derecha). Aunque existe una diferencia con significancia estadistica en el tratamiento de memoria al
compararlo con el control, el indice del potencial metabdlico nos sugiere que esa diferencia no tiene
relevancia biolégica (Figura 16).
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Figura 14. Tasa de consumo de oxigeno basal y en estrés de HUVEC. El consumo de oxigeno en condiciones basales y de
estrés fue cuantificado con el equipo Seahorse y normalizado a la cantidad de proteina por pozo. N=3; barras de error: error
estdndar.
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Al analizar la tasa de acidificacién extracelular obsevamos que, en contraposicién a lo observado con el
consumo de oxigeno, existen diferencias en el metabolismo glucolitico basal (aunque no son
estadisticamente significativas) entre los tratamientos de baja y alta glucosa, misma que se observa en el
tratamiento de memoria (Figura 15, izquierda). Como se esperaba, esta diferencia adquirié significancia
estadistica en el caso de la ECAR en estrés, en donde se observé que los tratamientos de memoria y de
alta glucosa fueron incapaces de responder a la accién de la oligomicina y el FCCP (Figura 15).
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Figura 15. Metabolismo glucolitico medido a través de la tasa de acidificacion extracelular basal y en estrés en HUVEC.
El pH extracelular en condiciones basales y de estrés fue cuantificado con el equipo Seahorse y normalizado a la cantidad de
proteina por pozo. N=3; barras de error: error estandar.

Para corregir la diferencia de escala que existe entre las grdaficas de metabolismo basal y metabolismo
estresado, se calculé el indice de potencial metabdlico, el cual expresa el porcentaje de aumento en el
metabolismo estresado con respecto al metabolismo basal (Figura 16).
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Figura 16. Potencial metabélico en la tasa de consumo de oxigeno y la tasa de acidificacion extracelular. Se calculé el
indice de potencial metabdlico para la OCR y la ECAR por separado. N=3; barras de error: error estdndar.

Con el cdlculo de este indice concluimos que el tratamiento de alta glucosa de manera transitoria no
provocé una alteracién en el metabolismo oxidativo de las células endoteliales, pero si provocaron un
fenotipo de memoria metabdlica en la capacidad glucolitica. Estos resultados indican que cultivar a las
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HUVEC en un ambiente hiperglucémico provoca alteraciones persistentes en el metabolismo glucolitico,
las cuales no son del todo evidentes hasta que se somete a las células a un reto como lo es la adicién de
fdrmacos que afectan el metabolismo respiratorio (FCCP y la oligomicina).

La exposicién a altas concentraciones de glucosa de manera transitoria afecta la proliferacién de las HUVEC

Para complementar el argumento del establecimiento de una memoria metabdlica y descartar que nuestro
fenotipo se trate Unicamente de un proceso de adaptacién de las mismas células a las condiciones de
cultivo, realizamos ensayos de proliferaciéon en células HUVEC para comprobar que se estuvieran
dividiendo durante los tratamientos. Como se esperaba, el nimero de células incrementé durante el
experimento en las condiciones de baja glucosa y de memoria; sin embargo, en el caso del tratamiento
de alta glucosa se observéd una disminuciéon en el nimero de células al final del experimento (Figura 17).

Proliferation HUVEC cells

400000+
: -o- Glucose [5.5 mM]
£ 300000- -= Glucose [30 mM]
3 Glucose [30 mM] to [5.5 mM]
kS
- 200000+
(V)
9
= 3
3 100000- :
i
]
0 . : : . .
Y 2 4 6 8 10

Days

Figura 17. Ensayo de proliferacion en HUVEC. Se sembraron 150,000 células en placas de 6 pozos por triplicado. Cada
dos dias se tripsinizaron, se contaron con ayuda de un hemocitémetro y en cada ocasién se resembré el total de células en una
placa nueva. La linea punteada indica el cambio a medio basal en la condicién de memoria. N=3; barras de errordesviacion
estadndar. 3Por qué usé en unos casos error y en otros desviacién? El cambio de medio fue el dia 4. Pero no queda claro si la
medicién se hizo antes o después del cambio.

Este resultado sugiere que, al menos en la condicién de memoria, el fenotipo metabdlico que observamos
en el equipo Seahorse no es resultado Unicamente de un proceso de adaptacién, sino que probablemente
las células estdn heredando informacién relativa al ambiente nutricional a través de las divisiones
celulares. Debido a que las HUVEC son un cultivo primario muy delicado y con una tasa de replicacién
considerablemente baja, valdria la pena repetir estos experimentos reduciendo el nimero de ciclos de
conteo (tripsinizacién, centrifugacién, resiembra) a la mitad -es decir, contar cada cuatro dias- para
disminuir el estrés en todas las condiciones.

Altas concentraciones de glucosa y dcido palmitico, por separado y en conjunto, inducen una memoria
metabélica MEFs

Después de reproducir el fendbmeno de memoria metabdlica en tres tipos celulares muy distintos (linea
celular humana, fibroblastos murinos, y células endoteliales humanas), decidimos continuar caracterizando
este fendmeno en fibroblastos (véase Discusidn). Una vez seleccionadas las condiciones en las que
pretendemos seguir caracterizando el fenémeno de memoria metabdlica, decidimos proponer una tercera
condicién en la que combindramos dos nutrientes (glucosa y dcido palmitico), condierando que en
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contextos patolégicos en humanos, rara vez la hiperglucemia o la hiperlipidemia se presentan por
separado.

Para determinar las concentraciones a utilizar y evitar el uso de concentraciones citotéxicas que
enmascaren su efecto en el flujo metabdlico, realizamos ensayos de proliferacién a diferentes
concentraciones de glucosa y dcido palmitico por separado y en conjunto (Figura 18). En este ensayo
decidimos explorar tres estrategias diferentes: en una primera prueba se mantuvo una concentracién
elevada de dcido palmitco [200 UM] y la concentracién de glucosa se incrementd gradualmente; en otra
condicién la glucosa se encontré siempre en una concentracion de 25 mM y el dcido palmitico incrementé
gradualmente; la tercera prueba consistié en aumentar la concentracién de ambos nutrientes de manera
paralela. La relacidén de concentraciones utilizadas se encuentra en la tabla 2.

Es importante recalcar que cada vez que las células se tripsinizaron y se contaron, se resembré el total
en una placa nueva. Debido a que algunos de los tratamientos alcanzaron el 100% de confluencia
durante los primeros dias de tratamiento, es posible que la estimacién de la proliferacién no sea la mas
adecuada. Es por ello que en experimentos posteriores decidimos resembrar Unicamente el 50% del total
de células entre cada conteo.

Tabla 2. Concentraciones de glucosa y acido palmitico utilizadas para realizar los ensayos de
proliferacion en MEFs.

Palmitic acid constant

Como se observa en la figura 18 (paneles superiores e inferior izquierdo), cada condicién experimental
presenté una dindmica de proliferacién bastante distinta de las demds durante los 5 dias del tratamiento.
En primera instancia, resultdé evidente que en todas las condiciones en las que se incrementéd la
concentracidon de cualquiera de los dos nutrientes, la dindmica de proliferaciéon se vio afectada en
comparacién con la condicién control. Sin embargo, es importante sefialar que al final del experimento
se tenia un numero similar de células en cada condicién, sugiriendo que ninguna de nuestras condiciones
resultaba en un efecto citotdéxico exacerbado para los fibroblastos, y que en principio podriamos utilizar
las condiciones mds drdsticas (25 mM de glucosa y 200 UM de dcido palmitico). Creo que sea importante
considerar que si bien terminan a los 11 dias con valores celulares similares, lo que muestran las gréficas
son periodos de proliferacién y de muerte celular que no pueden ignorarse. Las dindmicas parecen ser
muy diferentes y pueden representar también procesos de seleccién clonal en las distintas condiciones.
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Figura 18. Ensayos de proliferacién a diferentes concentraciones de acido palmitico y glucosa. Se sembraron fibroblastos
embrionarios de ratén en placas de 6 pozos. Las células pasaron 5 dias en las concentraciones de dcido palmitico y glucosa
indicadas seguidos de 5 dias en medio basal. Cada dos dias se tripsinizaron, se contaron con ayuda de un hemocitémetro y
en cada ocasién se resembré el total de células en una placa nueva. Las lineas punteadas indican la ventana de tiempo en
que se suplementé el medio de cultivo.

Uno de los mecanismos propuestos para el desarrollo de la memoria metabdlica en pacientes con
diabetes tipo 2 que han estado bajo tratamiento es el incremento en la produccién de especies reactivas
de oxigeno por la mitocondria de manera sostenida (Kowluru, 2017). Con esto en mente realizamos un
ensayo de MTT para verificar si existian diferencias a nivel de estrés oxidante después de los pulsos de
glucosa y dcido palmitico por separado y en cojunto.

Al evaluar la capacidad oxidante de los cultivos si se encontraron diferencias: comparados con el control
(normalizado a cero), las condiciones en las que el dcido palmitico se encontraba en altas concentraciones
mostraron una disminucién en el potencial redox, ain cuando se iba incrementando la concentracién de
glucosa; por el contrario, las condiciones en las que la glucosa se encontraba en la concentraciéon mds
alta, la capacidad oxidante de las células era mayor que en control; de forma interesante, al incrementar
la concentracién de ambos nutrientes al mismo tiempo puede observarse que el efecto de ambos se
neutraliza gradualmente, lo que es especialmente evidente en la condicién Glu [15 mM] + AP [150 PUM]
(Figura 19).
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Figura 19. Determinacién del potencial redox por reduccion de MTT. Las células provenientes del experimento de
proliferacién fueron lisadas y tratadas con reactivo de formazan para evaluar el potencial redox. El primer ndmero en las
leyendas se refiere a la concentracién de glucosa en el orden de milimolar (mM); el segundo nimero, a la concentracién de
acido palmitico en el orden de micromolar (UM).

Estas observaciones indican que la exposicién transitoria a una concentracién alta de glucosa provoca un
incremento en el potencial redox de la célula ain después de cinco dias de crecimiento en medio basal;
por el contrario, el efecto del dcido palmitico parece ser el de disminuir el potencial redox con respecto
al control. Notablemente, en algunas de las condiciones en donde se aumenté la concentraciéon de ambos
nutrientes de forma paralela, puede observarse que ambos efectos se neutralizan, lo cual es congruente
con reportes en donde se observa que la suplementacién con dcido palmitico en presencia de glucosa
inhibe la oxidacién de otros dcidos grasos e incrementa el indice NAD*/NADH.

Con base en estos resultados, realizamos un segundo experimento de proliferacién para corroborar que
las células se estuvieran dividiendo consistentemente durante nuestros tratamientos. En esta ocasién
ensayamos sélo seis condiciones: glucosa [5.5 mM], glucosa [25 mM], 4cido palmitico [200 UM], ¥ 3
condiciones mezclando ambos nutrientes a distintas concentraciones. A diferencia del experimento
anterior, en cada conteo sembramos Unicamente el 50% del total de las células para evitar que el estrés
de alcanzar el 100% de confluencia afectara los resultados. Esta estrategia nos permitié observar que
no solo cada condicién sigue una dindmica de proliferacién distinta antes y después del estimulo
nutricional, sino que el nimero de células no es el mismo entre condiciones al final del experimento (Figura
20). En el caso de la condicién donde tanto glucosa como dcido palmitico estdn a la mdxima concentracién
(Glu [25 mM] + AP [200 PM]), el nimero de células dejé de incrementar a partir del dia 8, sugiriendo
que este tratamiento agota el potencial replicativo de las células dias después de removidos los nutrientes.
Sin embargo, en las condiciones Glu [25 mM] + AP[150 pM] y Glu[15 mM] + AP [150 PM] las células
continuaron dividéndose hasta el final del experimento, lo que sugiere que podemos utilizar cualquiera
de estas dos condiciones para analizarlas en el equipo Seahorse.

43



Proliferation MEFs

1x107 :
] I
I
I
1
1
8x106 ]
] = Glu55mM/PAOUM |
mm Glu25mM/PAOUM
=3 Glu 5.5mM/ PA 200 uM1 B
® mm Glu25mM/PA 200 uM |
T 6%10°3 B Glu25mM/PA 150 uM ,
§ ] = Glu 15 mM/ PA 150 uM
1
@ 0
-g !
3 4x1053 : .I II.
] I
I
I
.[ll
I
2x106 ] El
- H B o I.: I-
-8 T
N BN BN BN B . I
0 T T T : T T T
0 2 4 6 8 10
Days

Figura 20. Proliferacion en fibroblastos embrionarios de ratén a diferentes concentraciones de acido palmitico y glucosa.
Se sembraron fibroblastos embrionarios de ratén en placas de 6 pozos. Las células pasaron 5 dias en las concentraciones de
dcido palmitico y glucosa indicadas, seguidos de 5 dias en medio basal. Cada dos dias se tripsinizaron, se contaron con ayuda
de un hemocitémetro y en cada ocasién se resembré el 50% del total de células en una placa nueva. La linea punteada indica
la ventana de tiempo en que se suplementé el medio de cultivo. Las cajas representan la media y la desviacién estdndar en
cada caso. N=3.

Con los ensayos de proliferacién en fibroblastos embrionarios con diferentes concentraciones de dcido
palmitico y glucosa, determinamos las concentraciones en las que seria mds conveniente seguir
caracterizando el fenotipo de memoria metabdlica. Para esto, realizamos ensayos de determinacién del
fenotipo metabdlico en MEFs en siete condiciones finales: glucosa [5.5 mM], glucosa [25 mM], acido
palmitico [200 JUM] y glucosa + dacido palmitico ([15 mM] + [150 UM]) por diez dias, con sus respectivos
tratamientos de memoria. Estos experimentos se realizaron por duplicados biolégicos con al menos seis
réplicas técnicas cada uno. Las células fueron tripsinizadas cada dos dias, y en cada ocasién resembramos
el 50% del total en un pozo nuevo para asegurarnos de que las células se dividieran durante todo el
tratamiento. Un dia antes del ensayo en el equipo Seahorse, sembramos 20,000 células por pozo en una
placa para el equipo.

A diferencia de lo que ocurria con las HUVEC, el consumo de oxigeno basal si se mostré afectado de
forma significativa en casi todas las condiciones en los cultivos de fibroblastos al compararlas con la
condicién de glucosa [5.5 mM], excepto en el caso del tratamiento de memoria con dcido palmitico y el
tratamiento de Glu-AP (Figura 21, izquierda). Sin embargo, al someter a las células a la incubacién con
oligomicina y FCCP y calcular el potencial metabélico, no se observan diferencias significativas entre
todas las condiciones (Figura 21, derecha).
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Figura 21. Consumo de oxigeno basal y potencial metabélico en fibroblastos embrionarios de ratén. El consumo de
oxigeno en condiciones basales y de estrés fue cuantificado con el equipo Seahorse y normalizado a la cantidad de proteina
por pozo. Se calculé el indice de potencial metabdlico para la OCR. N=3; barras de error: error estandar.

Estos resultados nos sugieren que aunque nuestros tratamientos si estdn afectando el flujo metabdlico de
las células (OCR basal), no estamos comprometiendo la integridad de las mitocondrias y por ende las

células son capaces de responder a la condicién de estrés del ensayo.

Por otro lado, el metabolismo glucolitico no parece estar afectado de forma significativa en ninguno de
los tratamientos, ya sea en condiciones basales o de estrés (Figura 22).
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Figura 22. Tasa de acidificacion extracelular basal y potencial metabélico en fibroblastos embrionarios de ratéon. El
consumo de oxigeno en condiciones basales y de estrés fue cuantificado con el equipo Seahorse y normalizado a la cantidad
de proteina por pozo. Se calculé el indice de potencial metabdlico para la OCR. N=3; barras de error: error estandar.
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Discusion

En este trabajo desarrollamos un protocolo de estimulacién nutricional in vifro que puede inducir cambios
metabdlicos significativos en una linea celular humana inmortalizada (HEK 293-FT), en fibroblastos murinos
(neonatales o embrionarios) y en células endoteliales humanas (HUVEC). Ademds, dichas alteraciones
metabdlicas se mantienen aun después de varios dias de remover los estimulos nutricionales y de que las
células atravesaran varias rondas de divisién celular apoyando la idea de que se establece una memoria
metabdlica. Notablemente, el efecto de cada nutriente sobre el flujo metabdlico es especifico para cada
tipo celular y, en la mayoria de los casos, son claramente distintos entre nutrientes. A pesar de que existen
pocos modelos experimentales bien establecidos para el estudio de la memoria metabdlica, nuestros
resultados sugieren que este fendmeno se puede reproducir en una variedad de tipos celulares in vitro
siempre que las concentraciones de los estimulos nutricionales, asi como las ventanas de exposicion y
recuperacién se ajusten a las caracteristicas metabélicas y las dindmicas de proliferaciéon de cada tipo
de cultivo.

Pulsos de estimulacidn con altas concentraciones de distintos nutrientes inducen
una memoria metabdlica in vitro en diferentes tipos celulares

La mayor parte del conocimiento acerca de los mecanismos del establecimiento de la memoria metabdlica
se ha obtenido trabajando con organismos unicelulares como Escherichia coli o la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Estos mecanismos incluyen las modificaciones covalentes a las histonas, la herencia de proteinas
y/o alteraciones en el estado de accesibilidad de ciertos promotores (Bheda et al., 2020; Cerulus et al.,
2018). Aunque los mecanismos no necesariamente estardn conservados en su totalidad en organismos
multicelulares, estos trabajos han sentado las bases para el estudio de la memoria transcripcional en el
contexto de la modulacién metabdlica.

A pesar de que las primeras referencias al término de la memoria metabdlica provienen de trabajos en
humanos, la herencia/transmisién de informacién relativa al ambiente nutricional se ha observado en
modelos animales como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Buescher et al., 2013), el nemétodo
Caenorhabditis elegans (Rechavi et al., 2014), e incluso en modelos de diabetes en ratones (R. A. Kowluru
et al., 2004), lo cual ha dado pie a pensar que este tipo de memoria transcripcional es un fenémeno
universal en la naturaleza que permite a los organismos responder a estimulos ambientales de cardcter
nutricional. En apoyo a esta ideaq, los resultados que obtuvimos con nuestro protocolo de estimulacién por
pulsos in vitro sugieren que la memoria metabdlica se puede reproducir en una variedad de modelos
celulares siempre que se consideren la cinética de proliferacién y la tasa de utilizacién de los nutrientes
de cada tipo celular.

Las células HEK 293-FT son consideradas un tipo celular con un metabolismo predominantemente
glucolitico. Los trabajos preliminares para entender el metabolismo de estas células se basaron en la
suplementacién del medio de cultivo con glucosa marcada con 13C acoplado a métodos de cuantificacién
de metabolitos por cromatografia y espectrometria de masas (Henry et al., 2011), los cuales reportan
que aln en presencia de oxigeno, el 77% de la glucosa consumida alimentaba la produccién de lactato
via glucdlisis -fendmeno conocido como efecto Warburg- y el 22% se utilizaba para la producciéon de
Ac-CoA vy la sintesis de lipidos. Ademds, estas células tienen una tasa de proliferaciéon muy elevada
comparada con otros tipos celulares, lo que en principio las vuelve un cultivo muy conveniente para
ensayar la induccién de la memoria metabdlica. Sin embargo, el hecho de que nuestros resultados en HEK
293-FT muestran que la suplementacién del medio de cultivo con diferentes nutrientes resulte en
alteraciones a nivel de la ECAR y la OCR (Figura 8) sugiere que la actividad mitocondrial también
contribuye significativamente a la modulacién metabdlica en esta linea.
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Por otro lado, los fibroblastos -un cultivo primario- son considerados un tipo celular con un metabolismo
predominantemente respiratorio dado que la relacién entre el consumo de oxigeno (pmoles de oxigeno
consumidos por minuto) y la tasa de acidificaciéon extracelular (mpH producidos por minuto) oscila entre
2.5 y 3.0 (Panopoulos et al., 2012). Sin embargo, en el caso especifico de los fibroblastos neonatales
observamos que la suplementacién del medio de cultivo con los diferentes nutrientes tuvo un efecto muy
similar a lo observado en células HEK; esto es, que se afectaron tanto la OCR como la ECAR en respuesta
a los estimulos nutricionales. Dado que los fibroblastos son un cultivo heterogéneo, esto podria deberse a
que los fibroblastos neonatales estén enriquecidos (o se estén seleccionando) tipos celulares con un
metabolismo mds glucolitico como los queratinocitos, cuyo radio OCR:ECAR es de alrededor de 2.0
(Panopoulos et al., 2012).

Por otro lado, en el caso de los experimentos con fibroblastos de embriones de 13 dias (MEFs) el fenotipo
metabdlico resultante fue significativamente distinto al obtenido con los fibroblastos neonatales. Mientras
algunos tratamientos provocaron alteraciones Unicamente en el metabolismo glucolitico -treonina, oxigeno,
acetato-, otras condiciones alteraron principalmente el metabolismo oxidativo (dcido palmitico, glucosa
alta, dcido ascérbico). Ademds, es interesante sefialar que algunos tratamientos -colesterol, ausencia de
glucosa- no tuvieron un efecto significativo en ningun tipo de metabolismo. En primera instancia, las
diferencias entre este experimento y el realizado con fibroblastos neonatales podria deberse a que el
cultivo de MEFs es mds heterogéneo. Ademds, estas diferencias también podrian sugerir que el
establecimiento de la memoria metabdlica es mds variable en un cultivo donde las células tienen una
mayor tasa de replicacion, como es el caso de los MEFs en comparacion con los fibroblastos neonatales.

Finalmente, las células endoteliales de corddn umbilical humano (HUVEC) se pueden considerar un tipo
celular mayoritariamente glucolitico, aunque también presentan niveles importantes de actividad
mitocondrial; su radio OCR:ECAR oscila entre 1.5 y 2 (Panopoulos et al., 2012). Esta observacién quedaria
parcialmente confirmada con los experimentos que realizamos, pues logramos determinar que una
exposiciéon transitoria a una concentracién alta de glucosa induce cambios Unicamente en el metabolismo
glucolitico aln cuando los niveles de glucosa vuelven a la normalidad. Ademds de esto, nuestros resultados
sugieren que algunos aspectos de la memoria metabdlica no son del todo evidentes cuando se ensaya el
fenotipo metabdlico en condiciones basales; el efecto de la hiperglucemia fue mucho mds evidente cuando
se sometié a las células a un reto metabdlico como la adicién de oligomicina y FCCP, que tienen como
efecto incrementar tanto la OCR como la ECAR.

Como se ha dicho repetidamente, las células responden a los cambios abruptos en las condiciones
ambientales ajustando una variedad de funciones celulares -entre ellas el metabolismo- para protegerse
del daiio celular o incluso la muerte a causa del estimulo. La mayoria de estos cambios son transitorios
incluso cuando el estimulo inductor es de gran magnitud, y eventualmente los valores fisiolégicos vuelven
a niveles normales. Esta estrategia de respuesta alrededor de un fenotipo estable les confiere a las
células una gran capacidad de adaptaciéon ante cambios sibitos y, generalmente, este tipo de respuesta
comparte elementos entre varios tipos de estrés a nivel molecular. Sin embargo, en escenarios en donde
las variaciones ambientales se presentan durante periodos de tiempo prolongados, las células deben ser
capaces de ajustar su programa transcripcional de tal forma que la respuesta ante el estimulo inductor
sea especifica y ademds sea capaz de sostenerse en el tiempo. En ese sentido, la capacidad de
establecer un equilibrio entre un tipo de respuesta y el otro es lo que confiere mayor o menor
adaptabilidad a los organismos.
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Esta disyuntiva en la respuesta ante los estimulos nutricionales se puede observar claramente en el
experimento de determinacién del fenotipo metabdlico realizado en MEFs (Figura 11). Las variaciones
alrededor del fenotipo estable -la condicién control de baja glucosa- estarian representadas por aquellos
tratamientos que no indujeron memoria metabdlica -i.e. la condicién de glucosa O mM o el dcido
ascérbico-, mientras que las respuestas especificas estarian representadas por aquellos tratamientos que
provocaron un fenotipo metabdlico claramente distinto del grupo control.

A pesar de que no existen muchos modelos bien establecidos para el estudio de la memoria metabdlica,
nuestros resultados sugieren que se trata de un fenémeno ampliamente distribuido en la naturaleza. Si se
tienen en cuenta factores como la tasa de replicacién del tipo celular, la cinética de consumo del nutriente
en cuestién, asi como la concentraciéon y el tiempo de exposicion, es posible inducir una memoria
metabdlica en diferentes modelos.

Consideraciones para ensayar la memoria metabdlica

Teniendo en mente la propuesta de que la memoria se sostiene en componentes tales como modificaciones
covalentes, proteinas o metabolitos, la concentracion y el tiempo de exposicion a los estimulos
nutricionales serdn elementos clave para el establecimiento de esta memoria, independientemente de si
esta serd de mantenimiento (Figura 6, B) o de reinduccion (Figura 6, C). En este sentido, distintos
aspectos de la naturaleza de cada tipo celular deben ser tomados en cuenta para estudiar el fenémeno
de la memoria metabdlica: para considerar que la informacién relativa al ambiente nutricional esté siendo
heredada, la tasa de replicaciéon del cultivo deberia ser constante durante todo el tratamiento,
especialmente durante la ventana de exposicion al estimulo nutricional; por otro lado, resultaria
conveniente trabajar con un cultivo tan homogéneo como sea posible para descartar la posibilidad de
que la suplementacion del medio con los diferentes nutrientes favorezca la proliferacién de ciertas
subpoblaciones o tipos celulares con distintos perfiles metabélicos dentro del cultivo.

Las células HEK tienen una tasa de replicacion muy elevada comparada con otros tipos celulares, lo que
en principio las vuelve un cultivo muy conveniente para ensayar la induccién de la memoria metabélica.
Sin embargo, el fondo genético de estas células se encuentra significativamente alterado, pues presentan
un cariotipo pseudotriploide (Bylund et al.,, 2004); esto es, que tienen 3 copias de casi todos sus
cromosomas, lo que las vuelve poco convenientes a la hora de acoplar los experimentos de induccién de
memoria a diferentes metodologias de secuenciaciéon masiva. Como se dijo anteriormente, dado que la
maquinaria metabdlica estd codificada en los genomas nuclear y mitocondrial, el balance entre el
metabolismo glucolitico y respiratorio depende en parte de la tasa de transcripcién de la maquinaria
metabdlica y, por ende, del nUmero de copias de cada gen presente el en genoma. En este sentido,
trabajar con este tipo celular dificultaria la reconstruccién de los efectos especificos de cada nutriente en
el fenotipo metabdlico.

A su vez, las HUVEC pueden considerarse un cultivo homogéneo en comparacién con los fibroblastos, lo
cual cumple con uno de los requisitos mencionados al inicio de este apartado. Por otro lado, aunque en
principio resulta muy conveniente que en estas células se afecte Unicamente el metabolismo glucolitico, los
ensayos de proliferacion nos permitieron determinar que las células se dividen muy poco en nuestras
condiciones experimentales. A pesar de que se observa un incremento en el nimero de células -lo que es
compatible con que se estd transmitiendo informacién relacionada al fenotipo metabdlico a través de las
rondas de divisién celular-, la tasa de replicaciéon de estos cultivos es considerablemente baja, lo cual
representa una gran desventaja para ensayar el establecimiento de la memoria metabdlica, pues este
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rasgo también limita las variaciones que podemos aplicar a nuestro protocolo con respecto a las ventanas
de exposicidon y recuperacion a los diferentes estimulos nutricionales.

Por su parte, el cultivo de fibroblastos tiene sus propias ventajas y desventajas asociadas para ensayar
el establecimiento de la memoria metabdlica. En primera instancia, hay que considerar el hecho de que
estos cultivos presentan una tasa de replicacién elevada aidn cuando son sometidos a las concentraciones
elevadas de todos los nutrientes propuestos aqui. Ademds, los MEFs son el tipo celular utilizado por
excelencia para la produccién de células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs) -un protocolo que dura
al menos 20 dias en cultivo-, lo cual abre la posibilidad de ensayar el establecimiento de la memoria
metabdlica a diferentes intervalos de tiempo de exposicién y recuperacién a los estimulos nutricionales.
Por otro lado, la heterogeneidad celular de los fibroblastos es un debate activo en la literatura. Aunque
originalmente se les consideraba un cultivo homogéneo después de algunos pases en cultivo, reportes
recientes en los que se explora el estado transcripcional a nivel de célula Unica sugieren que en realidad
se trata de un cultivo con un grado de heterogeneidad bastante considerable y ademds cambiante a lo
largo de los pases en cultivo, al irse seleccionando distintas subpoblaciones in vitro de manera natural
(Singhal et al., 2016).

A la luz de estos resultados, nosotros consideramos que los dos cultivos mds interesantes para ensayar la
memoria metabdlica con nuestro protocolo son las células HUVEC y los fibroblastos embrionarios de ratén.
Sin embargo, la eleccién entre estos dos tipos de cultivo representa un reto debido a que cada uno tiene
un comportamiento distinto al someterlo a nuestro protocolo de induccién de memoria. En principio, estas
diferencias se pueden explicar si se reconoce que existe una disyuntiva funcional entre el estado de
diferenciaciéon de cualquier tipo celular y el establecimiento de un programa transcripcional que
favorezca la proliferacién: como regla general, las células indiferenciadas mantienen una proliferacién
constante antes de comprometerse con un linaje determinado, mientras que esta diferenciacién coincide
con un cese en la proliferacién y una salida del ciclo celular (Ruijtenberg & van den Heuvel, 2016).

La presencia de diferentes linajes no reconocibles por métodos convencionales es un atributo comin en
muchos tipos celulares, incluidos los progenitores hematopoyéticos (Chang et al., 2008), células de misculo
esquelético (Uezumi et al., 2006), entre otros. Hasta qué grado esta heterogeneidad es transitoria -esto
es, que sea el reflejo del llamado “ruido transcripcional”- o representa la existencia de diferentes subtipos
celulares con paisajes epigenéticos discretos es un campo de extenso debate. Un ejemplo claro de
heterogeneidad a nivel transcripcional son los cultivos de células troncales embrionarias, en los que se
observan niveles variables de transcripcién de factores de transcripciéon relacionados con el
mantenimiento de la pluripotencia como Nanog (Singh et al., 2007); sin embargo, la mayoria de las
clonas derivadas de estos cultivos son perfectamente capaces de dar origen a linajes celulares de las tres
capas embrionarias, lo cual argumenta en favor de la idea de que las variaciones transcripcionales en
cultivos considerados heterogéneos representan “ruido” y no la determinacién de linajes especificos en el
cultivo.

Teniendo en mente los rasgos de estos dos tipos celulares y su desempefio en las condiciones

experimentales propuestas, decidimos continuar caracterizando el establecimiento de la memoria
metabdlica en los cultivos de MEFs,

Estimulos nutricionales de cardcter patolégico son especialmente efectivos
para el establecimiento de la memoria metabdlica

Dado que el flujo metabdlico tiene un impacto directo sobre la actividad de las enzimas que colocan o
remueven marcas epigenéticas, una alteracién en la disponibilidad de nutrientes como la glucosa, dcidos
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grasos o bien algunos aminodcidos puede tener repercusiones importantes sobre el mantenimiento de las
modificaciones epigenéticas.

En apoyo a esta ideq, existen numerosos reportes que correlacionan el consumo de todos los nutrientes
utilizados en este trabajo con la ganancia o pérdida de modificaciones epigenéticas. Por citar algunos
ejemplos, a través en ensayos de marcaje radioactivo se ha determinado que el consumo de treonina
alimenta directamente la produccién de la Ac-CoA requerida para la sintesis de SAM en células troncales
embrionarias de ratén (Shyh-Chang et al., 2013), lo cual correlaciona con un aumento en la marca de
activacion de promotores H3K4me3, ademds de un aumento en los niveles de acetilacién de histonas a
nivel global. Por otro lado, se ha reportado que el consumo de diferentes dcidos grasos a través de la
B-oxidacién contribuye con hasta el 90% de la acetilacién de ciertos residuos especificos en las histonas
(McDonnell et al., 2016). Una revisiéon detallada y actualizada acerca del efecto que tienen diferentes
nutrientes en el epigenoma se puede consultar en la reciente publicacién del grupo de Locasale (Dai et

al., 2020).
Hiperglucemia

A pesar de que se puede establecer una relaciéon entre el metabolismo de todos los tratamientos
ensayados en este trabajo con la modificacién del paisaje epigenético, se ha propuesto que estimulos
metabdlicos de cardcter patoldgico podrian ser especialmente efectivos en el establecimiento de un nuevo
programa transcripcional que se herede durante varias generaciones celulares, ain si dichos estimulos se
presentan solo de manera transitoria (Bheda, 2020). En sintonia con esta idea, existen diversos reportes
que correlacionan el consumo de altas concentraciones de glucosa o dietas altas en grasa con la aparicién
de diferentes marcadores epigenéticos alterados.

Uno de los efectos de la hiperglucemia prolongada que vale la pena mencionar en el contexto de este
trabajo es la inactivacion de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), cuya
actividad facilita la progresién de la via glucolitica (Du et al., 2003; Heiden et al., 2009). En diferentes
modelos de células endoteliales de retina, se ha observado que la actividad de esta enzima se ve
significativamente reducida (A. Kowluru, 2003; Kowluru, 2017; R. A. Kowluru & Chan, 2010; R. A. Kowluru
& Kanwar, 2007), lo cual tiene como resultado una disminucién en la tasa glucolitica, la activacién de la
via de la Proteina Cinasa C (PKC) y la formacién de productos de glicaciéon avanzada (AGEs) (Du et al.,
2003). En principio, estas observaciones serian compatibles con nuestros resultados en células HUVEC; en
un escenario similar, una incapacidad de aumentar la producciéon de la GAPDH ante un reto -
farmacoldgico en este caso- explicaria por qué las células sometidas a una concentracién alta de glucosa
fueron incapaces de modular su metabolismo glucolitico.

Dado que la modulacién de los niveles de glucosa en sangre se considera un factor de cardcter ambiental,
se ha propuesto que las modificaciones epigenéticas juegan un papel importante en el establecimiento
de programas transcripcionales patolégicos. Sin embargo, no se ha explorado si esta disminucién en la
actividad de la GAPDH estd relacionada con alteraciones en el paisaje epigenético de estas células.

Entre los genes que se si han visto alterados a nivel epigenético en el contexto de la hiperglicemia
prolongada se encuentra la enzima siper 6xido dismutasa 2 (SOD2) que en modelos de retinopatia
asociada a la diabetes se ha visto que la disminucién en la transcripcion de este gen se debe al incremento
en la marca H4K20me3 -tipicamente asociada a la represién transcripcional- en el promotor de esta
enzima, asi como una disminucién en la marca de activacién H3K4me1 /2 (Zhong & Kowlury, 2013a). En
estos mismos trabajos, también se reportdé que el gen de la metaloproteinasa MMP-9 presenta una
disminucién en la marca H3K9me2, lo que correlaciona con un aumento en su transcripcién y la aparicién

de dafio mitocondrial (Zhong & Kowluru, 201 3b).
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Hiperlipidemia

Con respecto al metabolismo de dcidos grasos, también existe un gran cuerpo de evidencia que
demuestra la correlacién entre la hiperlipidemia y el desarrollo de muchas de las complicaciones
asociadas a diferentes enfermedades metabdlicas. En el contexto de la diabetes, se ha reportado que
una sobrecarga de dcidos grasos provoca un mal funcionamiento en células B-pancredticas, inhibiendo la
secrecion de insulina en respuesta a pulsos de glucosa y ademds induce la muerte celular por apoptosis
(Cnop et al., 2001). Una amplia revisién del efecto del metabolismo de dcidos grasos en el desarrollo
de enfermedades metabdlicas desde una perspectiva epigenética se puede consultar en el trabajo de
Gonzdlez-Becerra y colaboradores (Gonzdlez-Becerra et al., 2019).

En el caso especifico del dcido palmitico (AP), estd reportado que la suplementacién del medio con este
Unico dcido graso en cultivos de células pancredticas humanas es suficiente para el desarrollo de la
resistencia a la insuling, la disminucién en la tasa glucolitica y gluconeogénica, asi como una disminucién
en el metabolismo oxidativo de otros dcidos grasos. Es ain mds interesante que estas alteraciones se
correlacionan con un cambio en el perfil de metilacién a nivel genémico en células pancredticas humanas
(Hall et al., 2014). Ademds, en un modelo de células renales podociticas humanas también se ha
reportado que este dcido graso induce una disminucién en la tolerancia a la glucosa y la tasa
gluconeogénica, asi como una reduccién en el metabolismo oxidativo de otros dcidos grasos; estos efectos
ademds se correlacionan con alteraciones en la deposicion de las marcas H3K27me3 -una marca
tipicamente represiva- y la H3K36me?2 -una marca de activacién- en el promotor del gen FOXO1 (Kumar
et al.,, 2016).

Dado que el AP es el dcido graso saturado mds abundante en el cuerpo humano -representa entre el 20
y el 30 % del total de acidos grasos membranales y almacenados en forma de triacilglicéridos- (Carta
et al.,, 2017), no resulta sorprendente que la suplementacién de este Unico nutriente sea suficiente para
reproducir el desarrollo de las diferentes complicaciones asociadas a la hiperlipidemia.

Finalmente, también es ampliamente reconocido que la combinaciéon de ambos tipos de estrés metabdlico
(hiperglucemia e hiperlipidemia) exacerba los efectos nocivos de la glucosa y los dcidos grasos sobre el
funcionamiento y la sobrevivencia de las células pancredticas (Poitout & Robertson, 2002). Algunos
trabajos han reportado que altas concentraciones de glucosa incrementan la muerte celular inducida por
la suplementacion de dcidos grasos via la inhibicion de la B-oxidacién, lo que afecta directamente los
mecanismos de detoxificaciéon de lipidos en estos modelos (El-Assaad et al.,, 2003). Por esta razén,
decidimos que también seria interesante ensayar el establecimiento de la memoria metabdlica en una
condicién en la que se combinaran tanto la glucosa como el dcido palmitico.

La memoria metabélica también se manifiesta en el potencial oxidante de las células
sometidas a altas concentraciones de glucosa y/o acido palmitico

Con respecto a los ensayos de reduccion de MTT que realizamos en MEFs, los resultados son congruentes
con lo reportado en la literatura acerca del impacto de estos nutrientes en el metabolismo y el estado
redox de la célula.

Como se ha dicho, la hiperglucemia prolongada es uno de los factores mdas importantes para el desarrollo
de las diferentes complicaciones de la diabetes y otras enfermedades metabélicas. Especificamente, su
efecto a nivel de estrés oxidante se ha estudiado con mucho detalle por ser considerado uno de los
mecanismos del establecimiento de la memoria metabdélica. Los trabajos con diferentes modelos de
hiperglucemia han reportado efectos que van desde la activaciéon de la proteina cinasa C (PKC), la
formaciéon de AGEs y la produccién elevada de especies reactivas del oxigeno (EROs) (Brownlee, 2001;
R. A. Kowluru, 2005) durante las primeras etapas de la exposicion. Por otro lado, trabajos més recientes
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coinciden en que un efecto consistente de la exposicién prolongada es la activaciéon de la enzima NADPH
oxidasa (Nox) (Kowluru et al., 2014).

Estos reportes indican que la activaciéon de Nox depleta el NADPH en el citosol y resulta en la
sobreproduccién de radicales superdxido a través de la cadena transportadora de electrones. A largo
plazo, el nimero de mitocondrias -inferido mediante cuantificacion de DNA mitocondrial (mtDNA)-
disminuye, y las mitocondrias restantes presentan niveles altos de dafio al mtDNA. Como consecuencia, la
transcripcion de los genes codificados en el DNA mitocondrial disminuye, generando un asa de
retroalimentacién positiva que perpetda la produccién de radicales superéxido y el dano mitocondrial
(Kowluru, 2017; Trudeau et al.,, 2010; Zhong & Kowluru, 2011). En conjunto, todas estas observaciones
son congruentes con el incremento en la reduccién de MTT observado en las condiciones donde la
concentracion de glucosa era mucho mds alta que la de dcido palmitico (Figura 20).

Por otro lado, los resultados obtenidos en las condiciones donde se incrementé la concentraciéon de dcido
palmitico (AP) son més dificiles de interpretar. A grandes rasgos, aproximadamente el 20% del AP es
metabolizado a través de la B-oxidacién, lo cual en principio conduciria a una disminucién en el radio
NAD*/NADH y un aumento en la reduccién del MTT. Sin embargo, el metabolismo de este &cido graso
no depende Unicamente de su concentraciéon absoluta en el medio de cultivo, sino en el radio que existe
entre la concentraciéon de dcidos grasos saturados e insaturados y la disponibilidad de glucosa en el
medio (Abbott et al., 201 2). En un escenario donde la concentracién de glucosa en el medio es suficiente
para cumplir con los requerimientos energéticos para sostener la proliferacién, el dcido palmitico tiene
un efecto inhibitorio sobre la oxidacién de otros dcidos grasos (Kien et al., 2005), lo cual a su vez provoca
que el indice NAD*/NADH se vea incrementado. En estas condiciones, la reaccién de reduccién del MTT
se veria disminuida.

Este comportamiento se ha observado en otros modelos de suplementacién de dcido palmitico en el medio
en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. Especificamente, Alnahdi y colaboradores
reportaron que en un cultivo de células pancredticas secretoras de insulina (RIN-5F), la viabilidad del
cultivo -determinada mediante ensayos de reduccion de MTT- se ve disminuida cuando se suplementa el
cultivo con AP a concentraciones que van desde 60 a 500 UM, con un comportamiento dosis-dependiente
(Alnahdi et al., 2019). Lo mds interesante de este reporte es que el efecto del dcido palmitico es ain mds
dramdtico cuando se suplementa en un medio con una concentracién de glucosa elevada (25 mM), lo cual
es congruente con lo observado en nuestras condiciones Glu [10 mM] + AP [150 uM] y Glu [15 mM] +
AP [100 UM] (Figura 19). Ademds, esta observacion también explica por qué en la condicién donde los
dos nutrientes se suplementaron a la concentracién mds alta en nuestros experimentos el potencial
replicativo del cultivo se agota antes de terminar el protocolo de induccién de memoria (Figura 20).

Otros aspectos de la memoria metabélica

Vias de senalizacidn:

Aunque existe una relacién muy clara entre los niveles elevados de glucosa y dcidos grasos en sangre y
el desarrollo de diferentes complicaciones de la diabetes, en realidad existen muchos otros factores que
contribuyen a que estos se desarrollen. Estos agentes activan vias como la de NF-kB o las SMADs,
resultando en la expresién de factores de crecimiento y citocinas involucradas en la disfuncién endotelial,
crecimiento vascular, infiltracién de macréfagos, fibrosis, inflamacién y disfuncién orgdnica; en principio,
cualquiera de estos mecanismos tiene el potencial de explicar una gran parte del fenémeno de la
memoria metabdlica.

Uno de los ejemplos que representa claramente esta postura es el trabajo del grupo de Natarajan. Este
grupo reporta que el tratamiento de células mesangiales con concentraciones elevadas de glucosa resulta
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en el establecimiento de diferentes marcadores epigenéticos; sin embargo, para nosotros lo mds
interesante de estos reportes es que cuando se ensayan los efectos de la hiperglucemia en presencia de
un anticuerpo contra TGF-B3, se observa una disminucién estos marcadores (Sun et al.,, 2010; Yuan et al.,
201 3). Estos resultados sugieren la respuesta a estimulos nutricionales no depende Unicamente del efecto
en el metabolismo y su influencia en la regulacién epigenética, sino que la activacién de diferentes vias
de sefalizaciéon también es un pilar importante para el establecimiento de un nuevo programa
transcripcional. En este sentido, no descartamos la posibilidad de abordar el estudio de la memoria
metabdlica desde una perspectiva como esta.

Balance energético y la herencia de proteinas:

Finalmente, otro aspecto interesante a discutir es la influencia que tiene el balance entre el metabolismo
glucolitico y el metabolismo respiratorio en la respuesta que las células presentardn ante los diferentes
estimulos nutricionales. El modelo mds conveniente para ensayar este fenémeno es sin duda la levadurag;
especificamente, el estudio de las modificaciones en el metabolismo y el paisaje epigenético inducidas
por el cambio entre fuentes de carbono fermentables y no fermentables en este modelo ha arrojado
resultados interesantes en relacion con este debate. Como se ha dicho, uno de los mecanismos propuestos
para el establecimiento de la memoria metabdlica es la herencia de proteinas. Para abordar esto, el
grupo de Roncoroni analizé los ajustes transcripcionales en respuesta a la transicidon peridédica entre
glucosa y galactosa/maltosa como fuentes de carbono a nivel de célula Onica en S. cerevisice. Brevemente,
observaron que los cambios transcripcionales inducidos por la transicidon entre fuentes de carbono no
dependen directamente de la exposicién previa a estos carbohidratos, sino mds bien del tiempo que las
células fueron crecidas en glucosa antes del cambio de medio. Ademds, reportaron que los niveles de las
proteinas involucradas en el metabolismo de la maltosa o la galactosa no explican la variabilidad que
existe entre células con respecto al establecimiento de la memoria transcripcional (Cerulus et al., 2018).

Con estos resultados los autores proponen que cambios en el estado transcripcional a nivel de locus
especificos son el reflejo de procesos metabdlicos mas amplios. La memoria transcripcional involucraria
entonces la cinética de cambios globales en el estado respiratorio, y no la via o forma especifica en que
este fue alterado. En este sentido, nosotros proponemos que cuantificar la concentraciéon de diferentes
metabolitos intermediaros en nuestras células nos permitiria reconstruir con mucha mas precisién el efecto
que tiene cada nutriente sobre el estado energético. Ademds, esta estrategia nos permitiria abordar la
hipétesis de que los cambios persistentes en el metabolismo, inducidos por la exposicién prologada a
diferentes estimulos nutricionales, representan un mecanismo importante en el establecimiento de la
memoria metabdlica.

Relevancia clinica:

Dado el papel que juega el fenémeno de la memoria transcripcional metabdlica en el desarrollo de
diferentes enfermedades como la diabetes o el sindrome metabdlico, seria interesante explorar si este
fendémeno estd involucrado en contextos patoldgicos de otra naturaleza como el cdncer, el envejecimiento
o las enfermedades neurodegenerativas, los cuales se han asociado en cierto grado con el consumo de
dietas altas en grasas y azicares. Un ejemplo claro de esto es la restriccidn calérica, la cual ha mostrado
tener un efecto protector contra el envejecimiento en una variedad de organismos a través de diferentes
mecanismos, entre los que destaca una reduccién en la tasa de utilizaciéon de la glucosa (Kapahi et al.,
2017; Mobbs, 2018). En este sentido, dilucidar los mecanismos moleculares a través de los cuales se
establece la memoria metabdlica contribuird a mejorar nuestro entendimiento sobre la etiologia de estas
enfermedades, lo cual puede tener implicaciones importantes para el desarrollo de fdrmacos u otro tipo
de tratamientos.

Determinacién del perfil de accesibilidad de la cromatina a nivel genémico
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En general, podriamos pensar en dos mecanismos para el establecimiento de la memoria transcripcional
a través de las rondas de division celular: 1) la herencia de proteinas u otros componentes de memoria
y 2) los cambios locales en la estructura de la cromatina. Mientras que en el primer escenario la
probabilidad de que se establezca una memoria celular estaria limitada por la vida media de las
proteinas, las modificaciones epigenéticas son un buen candidato para explicar la herencia de programas
transcripcionales por su naturaleza reversible y heredable, por lo que han sido el blanco mds popular
para estudiar este fenémeno. En sintonia con esta idea y como se mencioné en la introducciéon de este
trabajo, actualmente se sugiere que uno de los factores que determinan la capacidad de la célula de
ajustar su programa transcripcional a través de la remodelaciéon de su epigenoma es la disponibilidad
relativa de nutrientes y la regulacién metabdlica de las enzimas modificadoras de la cromatina (Wiese
& Bannister, 2020).

Existen numerosos reportes que correlacionan el consumo de todos los nutrientes utilizados en este trabajo
con la ganancia o pérdida de modificaciones epigenéticas en diferentes modelos experimentales (véase
Discusién); sin embargo, dado que el efecto de cada nutriente sobre el flujo metabdlico resulté ser
especifico para cada tipo celular, se vuelve complicado explorar si existen alteraciones epigenéticas a
nivel de modificaciones puntuales. Es por ello que nuestra propuesta es analizar el paisaje epigenético a
nivel global mediante ensayos de tagmentacién de la cromatina acoplados a secuenciacién masiva
(ATAC-seq, Assay for Transposase-Accesible Chromatin) (Buenrostro et al., 2015), los cuales permitirdn
evaluar el estado de accesibilidad de la cromatina a nivel del genoma completo.

Durante el tratamiento de los cultivos de MEFs con glucosa y/o dcido palmitico para los ensayos de
determinacién del fenotipo metabdlico, en el cuarto pase (dia 9) el total de células de cada condicién se
dividé en dos cajas independientes. Las células de las segundas cajas fueron utilizadas, una vez concluidos
los 10 dias del experimento, para realizar ensayos de tagmentacién de la cromatina. Las reacciones de
transposicién, asi como la amplificacién y la purificaciéon de las librerias se llevaron a cabo segin lo
descrito en la seccién de materiales y métodos y las librerias ya fueron enviadas a secuenciar. Una vez
obtenidos los datos de ATAC-seq, nos centraremos en identificar si hay promotores y enhancers que se
encuentren diferencialmente accesibles ante los estimulos nutricionales, y en evaluar qué tan conservados
estdn estos cambios en la condicion de memoria.

Conclusiones

1. En este trabajo hemos establecido un protocolo robusto para inducir y detectar cambios
metabdlicos persistentes (memoria celular) in vitro con el equipo Seahorse en tanto en células HEK
293-FT, HUVEC, como en fibroblastos de ratén (embrionarios y neonatales).

2. Los efectos provocados por la suplementacién del medio de cultivo con distintos nutrientes son
distinguibles entre si y varian entre tipos celulares.

3. La exposiciéon a una alta concentracién de glucosa provoca alteraciones persistentes en el
metabolismo glucolitico en células HUVEC.

4. Las células se estan dividiendo durante los tratamientos, lo que sugiere que se estd transmitiendo
informacién relativa al fenotipo metabdlico a través de las rondas de divisién celular.

5. El fenotipo de memoria metabdlica también se ve reflejado en el estado redox de las células.

6. Hemos determinado las concentraciones mds interesantes de glucosa y dcido palmitico, en
separado y en conjunto, para caracterizar el fenotipo de memoria no sélo a nivel metabdlico sino
también para evaluar el estado de accesibilidad de la cromatina.
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Perspectivas

1. Evaluar la memoria celular metabdlica a nivel de potencial redox mediante ensayos de MTT, XTT
o Alammar Blue en las condiciones de alta glucosa y dcido palmitico por separado y en conjunto.

2. Analizar el nivel de algunos metabolitos intermedios, por ejemplo, el NAD* o la acetil-CoA para
explorar si el fenotipo de memoria metabdlica también se manifiesta a nivel de la concentracién
relativa de estas moléculas entre los diferentes tratamientos

3. Paralelamente, pretendemos comenzar a explorar si esta memoria metabdlica estd asociada a
cambios epigenéticos mediante el andlisis bioinformdtico de las librerias provenientes de los
ensayos de ATAC-seq para evaluar el grado de accesibilidad de la cromatina a una escala
gendmica poniendo especial atencién en promotores, enhancers y sitios de unién de factores de
transcripcion.
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IMPORTANCIA DEL TRABAJO

Aunque la deteccion de SARS-CoV-2 por PCR en tiempo real es la prueba mas sensible y confiable para
diagnosticar la COVID-19, tiene una serie de desventajas: se requiere de purificar el material genético de la
muestra, (en este caso ARN viral) mediante kits especializados que incrementan considerablemente los costos,
el tiempo de procesamiento y que requieren de instalaciones con medidas de bioseguridad adecuadas y de equipo
de proteccién personal para los técnicos que procesan las muestras. Por otro lado, histéricamente se ha trabajado
con muestras de hisopados nasofaringeos, requiriéndose de personal especializado para la toma de muestra,
instalaciones dedicadas y de equipo de proteccién personal dado el enorme riesgo que representa el tomar estas
muestras para el personal de salud. Por otro lado, las nuevas variantes del virus y el hecho de que aun con el
esquema de vacunacién completo las personas pueden seguir infectdndose y trasmitiendo la enfermedad, resulta
relevante mejorar y optimizar los procesos de deteccion de SARS-CoV-2 tanto para diagnostico como para
monitoreo epidemioldgico.

Ante este escenario, en nuestro laboratorio nos dimos a la tarea de desarrollar un método sencillo, rapido,
confiable y econdmico que permitiera detectar el material genético de SARS-CoV-2 mediante PCR en tiempo
real directamente en muestras de saliva sin la necesidad de purificar ARN a la par de reducir al minimo los riesgos
de biosequridad. Para esto desarrollamos un buffer de inactivacion de saliva que permite detectar el material
genético del virus por PCR a la par de que la muestra es esterilizada por calor. Ademas, ideamos un protocolo
que permite el auto-muestreo utilizando tubos capilares, es decir que la persona coloque su propia saliva en un
tubo antes de la inactivacién de la muestra con calor. Esto tiene la ventaja de eliminar al personal especializado
para la toma de muestra y el equipo de proteccion personal. Ademas, nuestro buffer elimina la necesidad del uso
de kits comerciales reduciendo drasticamente los costos (el costo por muestra de nuestro buffer ronda en los $1.4
pesos vs. mas de $100 pesos del protocolo comercial) y reduce el tiempo de procesamiento de la muestra a
10 minutos. Ademas, hemos optimizado el protocolo de PCR para detectar la presencia de dos genes virales y
un gene enddgeno humano en la misma reaccién (mediante el uso de 3 fluorocromos distintos), lo que reduce los
costos a 1/3 pues se requiere de 1 reaccién de PCR en tiempo real en vez de 3 por cada muestra.

Nuestro protocolo puede ser aplicado en cualquier poblacidn en riesgo, incluso permitiendo el monitoreo de casos
en poblacién asintomatica. Ademas, al reducir drasticamente el riesgo biolégico-infeccioso de manejar muestras,
nuestro protocolo puede ser implementado en un mayor nimero de escenarios. Por otro lado, hemos realizado
las pruebas de estabilidad a distintas temperaturas y sabemos que tanto nuestro buffer como las muestras de
saliva ya inactivadas con él, son estables antes y posterior a su inactivacion, lo que permitiria que nuestro
protocolo sea implementado en poblaciones poco accesibles previo al envio de las muestras. Nuestro protocolo
y buffer ha sido comparado de manera pareada con el método tradicional de purificar ARN utilizando el kit Qiagene
a partir de muestras de saliva de mas de 60 pacientes diagnosticados con COVID-19 del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) encontrando que hay una excelente correlacion entre ambos métodos
detectando a méas del 80% de las muestras con nuestro buffer y con un coeficiente de correlacion de Pearson
entre los dos genes virales (N1 y N2) mayor a 0.9, p < 0.001 con nuestro protocolo, lo que valida su utilizacion
para el diagnostico; de hecho estamos trabajando para implementar nuestro protocolo en distintas dependencias
de la Universidad, obtener una patente y enviar a publicar nuestros resultados.

Asi pues, hemos desarrollado un protocolo sencillo, econémico, rapido y confiable para detectar a SARS-CoV-2
en saliva por PCR en tiempo real sin necesidad de purificar ARN. Aunque la vacunaciéon avance, es esencial
contar con este tipo de opciones diagndsticas dada la aparicidon de nuevas variantes y la evidencia que indica que
aun personas vacunadas son susceptibles de infectarse y trasmitir al virus.
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ANTECEDENTES, OBJETIVOS Y ALCANCE

No hace falta describir el terrible impacto que la pandemia provocada por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 ha
tenido en todo el planeta y en particular en México. Aunque la vacunacién masiva es la estrategia mas efectiva
para aminorar los efectos de la pandemia de COVID-19, igual de importante es contar con la capacidad para
realizar pruebas diagnosticas eficaces, confiables, sencillas, rapidas y econdmicas. En este sentido, la OMS
ha hecho repetidos llamados a aumentar la capacidad para realizar pruebas diagnosticas en todo el mundo, tanto
para diagndstico como para vigilancia, sobre todo tomando en cuenta el alto porcentaje de asintomaticos (hasta
un 30%) que pueden transmitir la enfermedad sin sefial de alarmal. Aunque existen distintos métodos para
diagnosticar a SARS-CoV-2, no cabe duda de que el estandar de oro es la deteccion de su material genético
mediante PCR en tiempo real, pues esta es la prueba que tiene la mayor sensibilidad y confiabilidad pudiendo
detectar unas cuantas moléculas de ARN viral de manera especifica®®.

Sin embargo, el implementar la PCR en tiempo real es una metodologia costosa, relativamente tardada y que
requiere de instalaciones dedicadas y del uso de equipo de proteccion personal tanto para el personal que toma
la muestra como el que las procesa?®. Por otro lado, tradicionalmente se toman muestras de hisopados
nasofaringeos para el diagnostico de SARS-CoV-2, sin embargo, trabajos recientes han demostrado que la saliva
es un extraordinario substrato para detectar al virus y que incluso las cargas virales en saliva pueden ser mas
altas que en hisopados*®. Esto quizas se deba a que las glandulas salivales expresan al receptor Ace2 que utiliza
el virus para internalizarse’. La alta carga viral en la saliva, en parte explicaria lo contagioso de la enfermedad
COVID-19 y la razén de que el uso de cubre bocas puede aminorar su transmision. Sea cual sea el substrato
para realizar la deteccién del material genético de SARS-CoV-2 por PCR en tiempo real, es necesario purificar el
ARN viral de la muestra lo que requiere de costos kits de extraccion que incluso han estado en desabasto y que
ademas requieren de instalaciones certificadas en bioseguridad y de equipo de proteccién personal para su uso.

Ante este panorama, en este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos para desarrollar un método
simplificado que permite detectar por PCR en tiempo real la presencia de SARS-CoV-2 sin purificar ARN mediante
el auto muestre de saliva y su posterior inactivacion por calor reduciendo al méximo el tiempo y los requerimientos
de bioseguridad y equipo de proteccion personal:

OBJETIVO GENERAL: Establecer un método simplificado, econdmico, confiable y rapido que permita el auto-
muestreo para detectar la presencia de SARS-CoV-2 en saliva por PCR en tiempo real sin necesidad de purificar
ARN

OBJETIVO PARTICULAR: Desarrollar un buffer que permita lisar saliva para liberar ARN viral, pero previniendo
la degradacién del material genético del virus al mismo tiempo que se permita su inactivacion y establecer las
condiciones multiplexing para detectar en una sola reaccion de PCR la presencia de dos genes virales y un gene
endégeno humano.

ALCANCES: Nuestro método optimizado de deteccion de SARS-CoV-2 por PCR en tiempo real en saliva puede
ser implementado practicamente en cualquier circunstancia con multiples ventajas: en laboratorios de diagnéstico
tiene la ventaja de reducir costos, disminuir drasticamente el tiempo necesario para procesar una muestra (10
min) y minimizar el riesgo bioldgico infeccioso pues la saliva es inactivada por calor previo a ensamblar las
reacciones de PCR. Esto permite que cualquier laboratorio de biologia molecular pueda llevar a cabo el monitoreo
de SARS-CoV-2 aun sin contar con las instalaciones BSL3 recomendadas para trabajar con patdgenos
respiratorios. Por otro lado, el que nuestro protocolo permita el “auto muestreo” en donde la persona deposita su
propia saliva directamente en el tubo de PCR elimina la necesidad de personal de salud especializado para la
toma de muestra lo que una vez mas reduce costos y reduce riesgos de contagio entre el personal. Finalmente,
el buffer de inactivacion de saliva que hemos desarrollado previene la degradacién del ARN al incorporar
inhibidores de RNasas y agentes estabilizadores. Esto incluso permite que nuestro buffer pueda ser distribuido y
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almacenado a temperatura ambiente, y que una vez que tiene la saliva se tiene una ventana de entre 12 y 24 hrs
para entregar las muestras para su inactivacion por calor, y una vez inactivadas las muestras pueden ser
almacenadas en congelacion por varios dias antes de correr los PCR. Esto tiene la enorme ventaja de que nuestro
método podria ser implementado en poblaciones poco accesibles, permitiendo el envio del buffer, la auto toma
de muestray el posterior envio de la muestra de saliva en nuestro buffer al laboratorio de diagnéstico sin sacrificar
sensibilidad de manera considerable. Las ventajas del costo reducido, auto muestreo, estabilidad en el transporte
y reduccién de tiempo, permiten que nuestro protocolo pueda ser implementado en un gran ndmero de personas,
permitiendo no solo el diagnéstico del coronavirus SARS-CoV-2, sino de acciones de monitoreo y vigilancia
epidemiolégica en poblacion de riesgo, por ejemplo, en ambientes hospitalarios, educativos o incluso laborales.
Esto es de particular relevancia dado el alto nUmero de asintoméaticos reportados que pueden ser la via para
propagar la COVID-19 en dichos espacios?. Por otro lado, ante el surgimiento de nuevas variantes que pueden
escapar a las estrategias de vacunacion®, o bien el hecho de que aun las personas vacunadas pueden transmitir
la enfermedad?®, el contar con mas y mejores estrategias de diagndstico de SARS-CoV-2 sin duda puede ayudar
a frenar el avance de la pandemia de COVID-19.

DESCRIPCION DETALLADA DEL PROYECTO: METODOLOGIAS EMPLEADAS Y RESULTADOS
OBTENIDOS

DESARROLLO DE UN BUFFER DE INACTIVACION DE SALIVA COMPATIBLE CON gPCR

Tradicionalmente la deteccién del coronavirus SARS-CoV-2 se realiza en hisopados nasofaringeos similar a la
deteccion del virus de influenza. Sin embargo, existe evidencia de que SARS-CoV-2 puede infectar las glandulas
salivales dado que estas tienen al receptor ACE27. Por otro lado, diversos grupos han reportado que las cargas
virales de SARS-CoV-2 pueden llegar a ser incluso mas altas en saliva que en hisopados nasofaringeos sobre
todo al inicio de la enfermedad #°. Mientras que para la toma de hisopados nasofaringeos se requiere de personal
entrenado especializado y representa un alto riesgo de infeccién para el que toma la muestra, la saliva resulta
una alternativa mucho més conveniente.

En este trabajo realizamos un tamizaje para disefiar un buffer que permitiera lisar la saliva para liberar el material
genético (ARN de SARS-CoV-2) al mismo tiempo que evitara la degradacion del ARN y sea compatible con la
PCR en tiempo real. Para este tamizaje utilizamos de saliva COVID+ de pacientes del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) y partimos de un buffer de fosfatos al cual agregamos Proteinasa K con el
objetivo de degradar las RNasas presentes en la saliva. Ademas, agregamos distintos detergentes para ayudar
a lisar las células y liberar el ARN viral. La muestra de saliva fue mezclada con el buffer en una proporcién 2:1 e
inactivada a 96 ° C para esterilizar la muestre, posteriormente 2 uL de la mezcla saliva:buffer fueron utilizados
directamente en la reaccion de PCR sin realizar ningun protocolo adicional de purificacién de ARN. Para evaluar
la presencia de material genético se utilizaron las secuencias de oligonucleétidos aprobados y recomendados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para detectar la presencia del gene viral E de SARS-CoV-2 y RNasa
P humana (RP) cdmo control enddgeno®. Como se puede ver en la Figura 1, el buffer con Proteinasa K (PK)
permite la deteccibn tanto del gene viral E como del endégeno RP; agregar detergentes mejora
considerablemente la deteccion de RP en todos los casos (excepto el detergente CTAB) (Figura 1A). En el caso
del gene viral E sdlo el detergente Tween 80 mejora su deteccion, de hecho, la adicion de este detergente
aumenta mas de 10 veces la deteccién del gene E mediante PCR en tiempo real (Figura 1C). Interesantemente
la adicién de los otros detergentes inhibe la deteccion del gene viral E, esto quizas debido a que el ARN viral se
encuentra en vesiculas dentro de las células que hacen que se comporte diferente a los ARN enddgenos, o bien
a que los oligonucleétidos de la OMS para RP no diferencian ARN de ADN, por lo que quizés se detecte sefial
gendmica adicional. Estos resultados demuestran logramos identificar que el detergente Tween 80 permite la
deteccion en saliva del gene viral E de SARS-CoV-2 sin necesidad de purificar ARN y que es compatible con RT-
gPCR.
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Figura 1. Tamizaje de detergentes para detectar genes por RT-gPCR en saliva. Saliva de pacientes
diagnosticados con CODIV-19 en el INER fue mezclada en una proporcion 1:2 con buffer de fosfatos con
Proteinasa K (PK) mas distintos detergentes al 0.25%. La muestra fue esterilizada por calor (10 min a 96 °C) y 2
uL utilizados directamente en una reaccién de 10 uL one-step de PCR en tiempo real (RT-gPCR) utilizando sondas
TagMan para detectar el gene humano RNasa P como control enddgeno, o al gene E de SARS-CoV-2. En A se
muestra la razén de cambio (fold change) del gene hRP normalizado a la sefial del buffer con Proteinasa K y en
B se muestran las curvas de amplificacion de las primeras tres condiciones. En C se muestra la razén de cambio
(fold change) del gene viral E respecto a no usar detergentes y en D las curvas de amplificacién correspondientes.
Las secuencias de oligonucleodtidos y sondas son las recomendadas por la Wold Health Organization (WHO) /
OMS. *p <0.01
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Una vez que definimos que Tween 80 es el mejor detergente, decidimos optimizar su concentracién. Para esto
realizamos una curva de concentracion de Tween 80 de 0.1% a 0.35% en el buffer de inactivacion de saliva.
Nuestros resultados mostraron que variaciones en la concentracion de Tween 80 tienen muy poco impacto en la
deteccién por gPCR del gene enddégeno hRP, pero disminuir su concentracion tiene un efecto altamente positivo
en la deteccién del gene viral E (Figura 2A), de hecho, disminuir su concentracién a 0.1% aumenta 50 veces la
deteccion de este gene viral en comparacion a no usar detergente.

Una preocupacion de utilizar saliva para detectar a SARS-CoV-2 es la estabilidad del ARN en la muestra dada la
presencia de RNasas. Por esta razén decidimos agregar &cido polivinil sulfénico (PVSA, por sus siglas en inglés)
a nuestro buffer, el PVSA es un inhibidor quimico de RNasas de bajo costo que aumenta la estabilidad de ARN a
temperatura ambiente en lisados celulares!!. Nuestros resultados de una curva de concentracion de PVSA en el
buffer con Tween 80 mostraron que agregar este inhibidor a una concentracion de 8 mg/mL mejora
considerablemente la deteccion de hRP y el gene viral E en saliva COVID-19+: hasta 5 veces mas hRP y 10
veces mas el gene viral E en comparacion a no agregar el inhibidor (Figura 2B). El efecto protector de agregar
PVSA se observa tanto en la mezcla fresca de saliva mas buffer, como cuando se ha incubado saliva mas buffer
hasta por 3h a temperatura ambiente previa inactivacion por calor (Figura 2B). Esto demuestra que el buffer
desarrollado que contiene Proteinasa K, Tween 80 y PVSA no solo es compatible con el RT-gPCR para
detectar a SARS-CoV-2 en saliva sin purificar ARN, sino que protege la estabilidad de la muestra
previniendo su degradacion.
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Figura 2.

Optimizacion del buffer de inactivacion de saliva para detectar a SARS-CoV-2. Saliva COVID-19 positiva fue
mezclada 2:1 con buffer de fosfatos con Proteinasa Ky Tween 80; la mezcla fue inactivada 10 min a 96 °Cy 2 uL
usados en la reaccidnes de 10 uL one-step de RT-qPCR para detectar el gene endégeno humano RP (verde) y
el gene viral E (azul) utilizando sondas TagMan validadas por la OMS/WHO. En A se presenta la raz6n de cambio
(fold change) de distintas concentraciones de Tween 80 en comparacién a no usar detergente. De la misma
manera, en B se ensayaron distintas concentraciones del inhibidor de RNasas PVSA (acido polivinil sulfénico) en
la mezcla de saliva mas buffer fresco, o bien incubado 3h a temperatura ambiente antes de inactivar por calor.
En C se ensayaron distintas concentraciones de Proteinasa K y en D distintos protocolos de inactivacion por calor.
En E: se ensayaron distintas proporciones de saliva y buffer en las condiciones optimas definidas. * p < 0.01

Posteriormente, decidimos realizar una ultima optimizacion del buffer mediante una curva de concentracion de
Proteinasa K y de temperaturas de inactivacion de la mezcla saliva mas buffer. Nuestros resultados mostraron
que de hecho, agregar Proteinasa K disminuye la deteccién del gene humano RP, pero mejora considerablemente
la deteccion del gene viral E, siendo que la concentracion mas baja ensayada (200 ug/mL) aumenta 900% la
deteccion del gene viral (Figura 2C). Dado que la sefial de hRP suele ser siempre muy robusta bajo cualquier
circunstancia decidimos favorecer la deteccién del gene viral para tener un buffer optimizado para detectar la
presencia de SARS-CoV-2 en saliva. En cuanto a las condiciones de inactivacion se ensayaron tres: 50 °C por
10 minutos (temperatura recomendada para la Proteinasa K), 96 °C por 10 minutos que se ha reportado elimina
al virus en muestras humanas? y un protocolo hibrido de 7 min a 50 °C seguido de 10 min a 96 °C. Nuestros
resultados muestran que 50 °C no permite la deteccion de ninguno de los dos genes (RP o E), probablemente
debido a que la Proteinasa K permanece activa degradando a la retrotrasncriptasa y Taq polimerasa
imposibilitando la RT-PCR. También definimos que en cuento a la deteccion del gene viral E, no hay diferencias
estadisticamente significativas entre el protocolo hibrido (55/95 °C) y 10 min a 96 °C, (Figura 2D) por lo que
decidimos optar por este ultimo para asegurar la esterilizacion de la muestra y reducir el riesgo bioldgico
infeccioso. Finalmente, también ensayamos distintas proporciones saliva a buffer (1:1, 2:1 y 3:1), encontrando
que no hay diferencias estadisticamente significativas entre ellas (Figura 2E) por lo que decidimos optar por una
proporcién 2:1 (saliva a buffer) para experimentos posteriores.
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Asi pues, nuestros resultados demuestran que hemos optimizado un buffer y condiciones experimentales que
permiten detectar la presencia de SARS-CoV-2 por RT-qPCR en saliva sin purificar acidos nucleicos y que
ademdas protege la estabilidad del ARN, lo cual es relevante desde el punto de vista de manejo de muestras en
un contexto de diagnéstico. Cabe mencionar que el costo de nuestro buffer ronda en $1.40 MN por muestra, que
es diametralmente menor a utilizar kits comerciales para purificar ARN ($120 MN por muestra segin costo
publicado en internet en la pagina oficial de Qiagen). La reduccion en el costo, aunado a que nuestro protocolo
s6lo requiere de 10 minutos de inactivacion representan una clara ventaja y optimizacion al método original.

PRUEBAS DE ESTABILIDAD Y AUTO TOMA DE MUESTRA

Una vez optimizado nuestro protocolo, decidimos evaluar que tan estable es tanto el buffer en si, como la saliva
antes y después a la inactivacién por calor (Figura 3, esquema superior). Para esto, primero evaluamos que tan
estable es el buffer si este se almacena a distintas temperaturas (temperatura ambiente, 4°, -20 °C) durante 12 y
24 hrs. previo a agregar la saliva: nuestros resultados muestran que los valores de Ct tanto del gene hRP como
el viral E no son estadisticamente diferentes, por lo que concluimos que nuestro buffer es estable y tiene una vida
de anaquel aceptable (Figura 3A). Posteriormente nos preguntamos que tan estable es la saliva mezclada con el
buffer previo a la inactivacion por calor, encontrando que no hay diferencias considerables entre los valores de
Ct por lo menos entre 0, 3 y 6h manteniendo las muestras a temperatura ambiente (Figura 3B). Finalmente,
analizamos que tan estable es la muestra posterior a la inactivacion por calor (10 min a 96 °C). Nuestros datos
sefialan que no hay diferencias entre 0, 12 y 24h en cuanto al gene enddgeno hRP, (Figura 3C) y que solo hay
una disminucion de 2 Ct entre 24h y Oh del valor de Ct del gene viral E (Figura 3C).

En conjunto estos resultados denuestan que el buffer que desarrollamos es estable a cualquier temperatura de
almacenamiento, que el material genético se preserva a temperatura ambiente hasta por 6 hrs previo a la
inactivacion por calor y que posterior a la inactivacion por calor las muestras pueden ser analizadas por RT-PCR
en las primeras 12 hrs si se almacenan a -20 °C. Estas caracteristicas hacen de nuestro buffer altamente atractivo
para realizar auto muestreo en casa o en lugares de trabajo y el posterior andlisis en laboratorios de diagndstico.
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Figura 3. Estabilidad del buffer y las muestras con saliva. Mediante RT-gPCR se evaluo la sefial (Ct) del gene
humano RP y el gene viral E en saliva de pacientes diagnosticados con COVID-19 en el INER. A. Para evaluar
la vida de anaquel de buffer, este se almaceno a distintas temperaturas durante 12 y 24 hrs previo a agregar
saliva. En B se evalué la estabilidad de la mezcla de saliva y buffer (2:1) a temperatura ambiente en los tiempos
indicados previo a la inactivacién con calor, y en C, posterior a la inactivacién por calor cuando las muestras son
almacenadas a— 20 °C. Los nimeros sobre las barras es el promedio de los valores de Ct obtenidos de triplicados.
Los oligonucleétidos y las sondas son las aprobadas por la OMS. n.s: no significativo.

Finalmente, consideramos que una manera que reducir el riesgo biolégico infeccioso de procesar muestras seria
si se pudiera establecer algun método de auto toma de muestra. Para esto validamos el uso de distintos tubos
capilares encontrando que los capilares calibrados de 50 uL (SIGMA P1049) son ideales pues tienen una marca
de fabrica justo a lo que corresponde a 20 uL. Por lo tanto, definimos que distribuir 10 uL buffer en tubos de PCR
permite que la personas tome, de manera auténoma 20 uL de saliva (para mantener la proporcion 2:1 de saliva
buffer) y colorar su propia muestra de saliva directamente en un tubo de PCR con el buffer (Figura 4). Este tubo
con la muestra de saliva puede ser posteriormente inactivado en un termociclador (10 min a 96 °C) para esterilizar
la muestra antes de tomar una alicuota de esta para la reaccién de RT-gPCR. También corroboramos que no hay
diferencias por lo menos en los valores de Ct de hRP si la saliva se toma con un capilar o bien con micropipeta
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(Figura 4, grafica). Realizar esta metodologia elimina por completo el pipeteo y manejo de muestras de saliva, lo
gue para el personal que realiza las pruebas representa una enorme ventaja pues se minimiza al maximo el riesgo
de contagio. De hecho, este protocolo de auto toma de muestra con capilares permite que nuestro protocolo
pueda ser implementado en practicamente cualquier laboratorio de Biologia Molecular que tenga acceso a un
termociclador para inactivar las muestras. Esto representa una ventaja en términos de costos de equipo de
proteccion personal, personal especializado de toma de muestra e instalaciones BSL3.

$6.8 por capilar Gene hRP

204

Ct

Tomar 20 ul

Muestra de
Saliva

,' /

/

Saliva en el capilar

Figura 4. Estrategia de auto toma de muestra. Para minimizar riesgos biolégicos infecciosos disefiamos un
protocolo en la que se usan tubos capilares graduados para tomar 20 uL de saliva y colocarla en un tubo de PCR
que ya tiene 10 uL buffer de inactivacién de saliva. En la grafica de la derecha se muestra el valor de Ct del gene
humano RP de saliva tomada con capilar o micropipeta no habiendo diferencias estadisticas en los valores.

VALIDACION EN SALIVA DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON COVID-19 EN EL INER

Para validar que nuestro buffer y protocolo son confiables, decidimos comparar nuestro buffer de inactivacion vs.
el protocolo aprobado por la OMS y validado por el INDRE que es la extraccion de ARN utilizando el kit QIAmp
Viral RNA mini Kit (Qiagene). Esto se realiz6 en colaboracién con el Centro de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas (CIENI) del INER. El proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de Etica y Comité de Etica en
Investigacion del INER (cédigo B12-20). Todos los participantes dieron consentimiento escrito para el uso de
muestras de saliva para la realizacién de pruebas de diagnéstico de SARS-CoV-2. Para comparar nuestro buffer
con el kit de Qiagene, muestras de saliva congelada de pacientes con COVID-19 que previamente habian sido
diagnosticados por PCR fueron descongeladas y separadas en dos: 200 uL de saliva fueron extraidos utilizando
las columnas comerciales del kit de Qiagene, y 20 uL fueron inactivados en nuestro buffer con Proteinasa K,
Tween 80 e inhibidor PVSA en un proporcién 2:1. Para evaluar la deteccién de la carga viral se utilizé el protocolo
del Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos que evalla al gene viral N mediante dos
juegos de oligonucledtidos (N1 y N2)*3; a la par también evaluamos el gene viral E y el endégeno humano RP
(Figura 5). Los valores de Ct observados son mayores utilizando nuestro buffer en comparacion a los obtenidos
a partir de ARN purificado. Esto probablemente se deba a la cantidad de material genético por reaccion es distinta:
mientras que en el caso de nuestro buffer es el equivalente a 3.3 uL de saliva, al purificar el ARN se concentra la
muestra y se pone el equivalente a 20 uL de saliva por reaccién, es decir 6 veces mas. Sin embargo, observamos
gue nuestro método es capaz de identificar como muestras positivas a todas las muestras con carga viral media
y alta (Figura 5A), y en el caso de carga viral baja, solo una muestra (nimero 9) no hubiera sido detectada como
positiva evaluando a N1 y N2. Ante este resultado decidimos aumentar el nUmero de muestras analizadas a 45
salivas mas evaluadas por ambos protocolos de manera pareada (Figura 5B) encontrando que tanto para N1
como N2 nuestro buffer detecta al 80% de las muestras como positivas para SARS-CoV-2 con una R? mayor a
0.6 en todos los casos. También calculamos el indice de correlacion de Pearson (R) entre N1 y N2 en ambas
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condiciones el cual es extremadamente alto: 0.97 y 0.93 a partir de ARN y nuestro buffer, respectivamente (Figura
5C). Esto demuestra que hay excelente correlacion entre resultados obtenidos con N1 y N2, tanto si se purificd
la muestra con el kit Qiagene, como si sélo se tratd con nuestro buffer.
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Figura 5. Comparacion entre protocolos en pacientes diagnosticados con COVID-19. Muestras de saliva de
pacientes con COVID-19 del INER fueron desangeladas y 200 uL purificados con el Kit de extraccion de ARN de
Qiagene y 20 uL inactivadas con nuestro buffer PKTI (Proteinasa K, Tween 80, Inhibidor). La presencia de genes
virales (E, N1 y N2) y el gene enddgeno RP fue evaluada por RT-gPCR utilizando las secuencias y sondas
validadas por el CDC y la OMS. N=83. A: Se muestran los valores de Ct de 10 muestras con distinta carga viral
evaluada con nuestro buffer de inactivacion o en ARN purificado con kit Qiagene. B: valores comparados de Ct
de 45 salivas evaluando N1 y N2 de ambos protocolos mostrando la regresion lineal y el valor de R?. C: Andlisis
de correlacion de Pearson en 28 muestras. El nimero indica el valor del coeficiente de correlacion, *** < 0.001.
Podemos ver que hay excelente correlacion entre resultados obtenidos con N1y N2, tanto si se purificé la muestra
con el kit Qiagene, como si sdlo se tratd con PKTI. Como era esperado, RP no parece tener correlacion ni con
N1 ni con N2.

PROTOCOLO MULTIPLEX PARA DETECTAR DOS GENES VIRALES Y UN GENE ENDOGENO HUMANO EN
LA MISMA REACCION DE RT-gPCR.

Tradicionalmente la deteccidn de los distintos genes virales se realiza en reacciones de PCR separadas por lo
que para diagnosticar a SARS-CoV-2 se requieren de 3 reacciones: 2 genes virales y un gene endégeno humano.
Sin embargo, los termocicladores modernos permiten utilizar distintas sondas TagMan marcadas con distintos
fluorocromos para realizar ensayos multiplexados donde es posible detectar a varios genes en la misma reaccion.
Para optimizar la deteccion de SARS-CoV-2 y disminuir costos nos dimos a la tarea de optimizar las
concentraciones de oligonucledétidos y sondas TagMan para generar dos protocolos multiplexados de RT-qgPCR
que permitieran detectar a los genes virales E y N1 junto con el gene humano RP en la misma reaccion (Figura
6). Actualmente hemos logrado optimizar las condiciones para dos protocolos distintos que utilizan diferentes
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combinaciones de fluoréforos en las sondas, pero ambos son capaces de detectar los tres genes de manera
eficiente en RNA purificado de muestras de saliva con alta o baja carga viral. Ademas, corroboramos que ambos
protocolos multiplex funcionan en saliva COVID19+ que fue procesada con nuestro buffer de inactivacion y
posteriormente congelada (Figura 6A). Ambos protocolos multiplex fueron evaluados en 28 muestras de ARN y
el coeficiente de correlacion de Pearson calculado (Figura 6B) encontrando que hay una buena correlacién entre
N1y E en ambos protocolos, siendo mejor el mdltiples 1 (R = 0.74) que el 2 (R=058), aunque la correlacion de
N1 es excelente (R=0.88) entre ambos (Figura 6B).
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Figura 6. Protocolo multiplexado para detectar a SARS-CoV-2. Distintas combinaciones de sondas marcadas
con FAM, HEX, Cy5 o Texas Red fueron estandarizadas para detectar al gene endégeno humano RP y los genes
virales N1 y E de SARS-CoV-2 en salivas de pacientes diagnosticados con COVID-19 del INER. A: se muestran
las curvas de amplificacion de RNA purificado con el kit de Qiagene o de saliva COVID-19+ inactivada con nuestro
buffer PKTI (Proteinasa K, Tween 80, inhibidor PVSA). Los niimeros en las graficas son el valor de Ct obtenido
en la reaccién one-step de RT-qPCR. Las secuencias de oligonucledtidos y sondas son las aprobadas por el CDC
y la OMS. B: Analisis de correlacién de Pearson de 28 muestras comparando ambos protocolos multiplex en ARN
purificado. El nimero indica el valor del coeficiente de correlacién. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.

EN CASO DE TRATARSE DE UN TRABAJO EN DESARROLLO, ESPECIFICAR LA ETAPA EN LA QUE SE
ENCUENTRA Y LOS ULTIMOS RESULTADOS OBTENIDOS.
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Consideramos que este trabajo ha sido practicamente concluido basado en que el protocolo y buffer ha sido
ensayado en un ndmero considerable de salivas COVID-19 positivas de pacientes del INER. Cabe mencionar
que se cuenta con los protocolos aprobados por los comités de ética del INER y todos los pacientes firmaron
cartas de consentimiento informado. Actualmente estamos por completar un total de 60 pacientes para asi tener
suficiente poder estadistico para enviar a publicar nuestro trabajo a una revista indexada internacional. Por otro
lado, estamos asesorando a varios grupos dentro de la UNAM para aplicar nuestro protocolo como una
herramienta de vigilancia epidemiolégica en protocolos de investigacion (aunque no diagnéstico puesto que no
ha sido aprobado por el INDRE). Finalmente, también estamos en platicas con autoridades universitarias para
registrar la patente de nuestro buffer que permite detectar a SARS-CoV-2 en saliva sin necesidad de purificar
ARN.

RECURSOS HUMANOS FORMADOS, EVITANDO LA MENCION DE NOMBRES PROPIOS, TANTO DE LOS
RECURSOS HUMANOS FORMADOS COMO DE LOS INVESTIGADORES.

Este proyecto es un ejemplo de cooperacion interinstitucional entre varios investigadores del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM y del Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (Secretaria de Salud). En este proyecto se han sumado las habilidades de
investigadores con amplia experiencia en biologia molecular e investigadores clinicos que estan participando en
la vigilancia epidemioldgica de la pandemia de la COVID-19 en México. Completar este trabajo fue gracias a la
sinergia entre estos investigadores que era lo que se requeria para obtener resultados de manera rapida dada la
emergencia sanitaria y que ha permitido que nuestro protocolo ahora se este comenzado a aplicar en varios
centros académicos de la UNAM. También han participado estudiantes, en particular un estudiante de la maestria
en ciencias Bioquimicas sera el primer autor del trabajo que estamos préximos a enviar a publicar y estos
resultados seran parte de su tesis de maestria; estamos seguros de que dicho estudiante se titulara antes de que
acabe este afio.
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