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1 Resumen

El tratamiento y prevencion de enfermedades se ha modificado conforme el avance de la medicina 'y
de la tecnologia. El desarrollo de la biotecnologia, en especial de la biologia molecular, los
bioprocesos y su relacién con el metabolismo celular, han permitido obtener y producir proteinas
terapéuticas que mejoran de forma importante la calidad de vida de los pacientes. Para obtener
dichas proteinas, ha sido necesario entender los procesos celulares béasicos y cémo estos se
relacionan con el metabolismo y las variables del bioproceso. A través de este conocimiento, se han
logrado adecuar las lineas celulares productoras de anticuerpos monoclonales y las condiciones de

cultivo que permiten obtener titulos altos de proteina con las caracteristicas deseadas.

El presente trabajo se enfoca en el estudio de la temperatura intracelular, ya que durante la dltima
década se han acumulado evidencias de la existencia de diferencias de temperatura entre los
diferentes organelos de la célula. Al ser un tema al que recientemente se ha prestado atencién, aun
existen una gran cantidad de incognitas al respecto. En este trabajo se hizo un acercamiento con
células de ovario de hamster chino (CHO) con la intencion de sentar las bases de un estudio que
permita entender en el futuro, el papel de la temperatura intracelular en la produccién de proteinas
terapéuticas y en su calidad. Al conocer el impacto de esta variable, se podria generar una

herramienta de monitoreo de bioprocesos.

Este trabajo de investigacion se dividio en 3 etapas: i) la seleccion de un sensor fluorescentes de
temperatura, ii) la caracterizacién in vitro e in vivo del sensor seleccionado Yy iii) mediciones de
temperatura durante el desacople de la fosforilaciéon oxidativa. Se seleccionaron 3 sensores de
temperatura: la molécula Mito Thermo Yellow (MTY), el polimero FDV-0005 y el sensor

genéticamente codificado gTemp, de expresion citoplasméatica y mitocondrial.

Para MTY soélo se propuso una ruta de sintesis ya que no se encuentra disponible a la venta, pero
resulta una opcién sumamente atractiva a ser probada en el futuro. Para el par de sensores restantes,
se verificd que los picos maximos de excitacion y que las sefiales generadas fueran independientes
de las condiciones ambientales. De estos dos se descart6 el uso de FDV-0005 puesto que sélo logrd
internalizarse por electroporacion. Para gTemp se establecieron condiciones de transfeccion y se
realiz6 una caracterizacion in vivo, que llevd a establecer el descenso en la intensidad de

fluorescencia (IF) como herramienta de medida del cambio de temperatura.




Para llevar a cabo las mediciones de temperatura, se propusieron dos sistemas de captura de
iméagenes en un microscopio de epifluorescencia que permiten capturar una o dos sefiales distintas.
Sin embargo, por cuestiones ajenas al proyecto, aqui solo se reportan resultados para el sistema de
captura de una sola sefial. Para dicho sistema de captura, se realiz6 una curva de calibracion que
permitié identificar una tasa de cambio de 1.045 % en la intensidad de fluorescencia del sensor por

cada °C.

Posteriormente, se realizaron experimentos de desacople de la fosforilacion oxidativa con la intencion
de romper el gradiente de protones de la matriz mitocondrial. Se encontré un aumento de temperatura
de 7.4 °C en citoplasma con respecto a la temperatura basal, mientras que en mitocondria no se
observaron cambios. Se propone realizar replicas experimentales adicionales para robustecer la

informacién aqui generada.

Finalmente, se propusieron diversos enfoques para continuar con el estudio de temperatura
intracelular, que incluye el sistema de captura de imagenes de ambas sefiales, condiciones de

transfeccion por electroporaciéon, asi como propuestas de sensores alternativos o mejoras a gTemp.




2 Introduccion

El desarrollo de la tecnologia del DNA recombinante en 1977 permitié la expresion de proteinas
heterélogas de interés industrial (Jayapal et al., 2007). En el campo médico-farmacéutico, éstas se
han utilizado con fines profilacticos y en el tratamiento de enfermedades tales como VIH/SIDA,
cancer, Alzheimer, esclerosis, artritis reumatoide, entre otras (PhRMA, 2017). El éxito de las
proteinas recombinantes como biofarmacos, se debe a que su uso ha disminuido la tasa de
mortalidad de algunos padecimientos y ha mejorado la salud y calidad de vida de los pacientes
(PhRMA, 2017). Aunado a ello ha habido un desarrollo constante de nuevos productos. De hecho se
espera que su valor en el mercado global alcance alrededor de 220 mil millones de délares en 2023
(Allied Market Research, 2017; Research, 2019).

Genentech inicié en 1980 el desarrollo comercial de la primera proteina terapéutica producida por
células animales, el activador tisular del plasmin6égeno humano (t-PA); obteniendo la aprobacién de
la FDA en 1986 (Wurm, 2004). El proceso de produccion incluia el cultivo en suspension de células
de mamifero (Hacker et al., 2009), por lo que el antecedente de aprobacién por la FDA contribuyé a
que dichas células se convirtieran en el sistema de expresion preferente en la industria

biofarmacéutica.

Si bien a lo largo de los afios se han empleado diversas lineas celulares de mamifero, cerca del 70
% de las proteinas terapéuticas producidas por células animales se expresan en células de ovario
de hamster chino (CHO) (Jinyou, 2012). Este hospedero ha demostrado ser seguro, de crecimiento
rapido y robusto, ademas de que presenta la capacidad de realizar modificaciones post-
traduccionales compatibles y bioactivas en humanos (Zhu, 2012). No obstante, los rendimientos son
bajos y la productividad puede ser de 10 a 100 veces menor respecto a sistemas de expresion

bacterianos(Jayapal et al., 2007).

Para sobreponerse a las desventajas de dicho sistema de expresion, la investigacion se ha enfocado
a entender los procesos celulares, asi como el impacto de las variables del bioproceso. De esta forma
se han logrado aumentar las concentraciones de producto de interés en hasta 100 veces (Kim et al.,
2012). Es por ello que el estudio de nuevas variables y el desarrollo de nuevas herramientas de
monitoreo deberian ser (tiles para mejorar aiun mas la calidad y productividad de proteinas

recombinantes fabricadas mediante el cultivo de células de mamifero.




Aungue se sabia que la temperatura intracelular es una variable que puede impactar en los procesos

y al estado celular, es hasta hace apenas algunos afios que comenzé a estudiarse.

En el presente trabajo se busca implementar una herramienta funcional, que permita estudiar la

temperatura intracelular en células CHO.

3 Antecedentes

3.1 Células de ovario de hamster chino (CHO): hospedero preferido.

La linea celular de ovario de hamster chino (CHO) se estableci6é en 1957 por el Dr. Theodore T. Puck
en el Departamento de Medicina, en la Universidad de Colorado. Dicha linea celular se usaba en
estudios biomédicos, de metabolismo, mutagénesis y citotoxicidad (Jayapal et al., 2007). Aunque
inicialmente se emplearon en investigacidbn béasica, comenzaron a utilizarse en la industria
biotecnolbgica una vez que se aislaron células mutagenizadas que carecian del gen de la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR). Esta caracteristica facilita la incorporacion de genes exdégenos junto

con DHFR como marcador de seleccion (Wurm & Hacker, 2011).

Después de casi 30 afios de que se establecio la linea celular, la empresa Genentech propuso la
estrategia de cultivo que ha servido como modelo de produccién de proteinas recombinantes a escala
industrial: el cultivo de células CHO en suspension (Wurm & Hacker, 2011). Desde que se aprobé el
uso de estas células, no se ha observado algiun efecto negativo, por lo que actualmente es
relativamente sencillo obtener la aprobacion de las instancias de regulacion sanitaria para nuevos
biofarmacos producidos en dicha linea celular. Se ha demostrado que 44 virus patogénicos para el
humano, incluidos los del VIH, Influenza, Polio, Herpes, entre otros no se replican en células CHO
((Wiebe et al., 1989)). Esto permitid certificar la seguridad para el personal que participa en los
procesos productivos que emplean dichas células, asi como para los pacientes a los que se les

aplican productos fabricados en ellas.

Una de las caracteristicas mas relevantes que posiciond a las células CHO como hospederos
destacados para la expresidon de proteinas es la capacidad de realizar modificaciones post-
traduccionales similares a las de células humanas. Particularmente, las glicosilaciones son de suma
importancia debido a que impactan en las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas, asi
como la seguridad del producto. Las glicoformas que producen las células CHO son activas y
biocompatibles, lo que indica que el plegamiento y los patrones de glicosilacién son similares al del

humano. Ademas de que el efecto inmunogénico de dichas proteinas es nulo o0 muy bajo.




Por otro lado, la optimizacion de medios y estrategias de cultivo ha conducido a mejoras
trascendentales en la produccion de proteinas recombinantes. Hecho que ha consolidado su uso
para obtener productos de interés biofarmacéutico. Después de varias décadas de investigacion, se
ha logrado aumentar la produccion, la productividad especifica y mantener alta viabilidad celular por
mas tiempo (Wurm, 2004), tal como se muestra en la Tabla 4.1, donde se presenta una comparaciéon

de dos procesos, uno realizado en 1986 y otro en 2004.

Tabla 3.1 Comparacion de cultivos celulares realizados en 1986 y 2004, para la produccion de anticuerpos monoclonales.
Datos tomados de Wurn F, 2004.

Afio 1986 2004
Concentracion celular
maxima (células/mL) 2x10° 10x10°
Productividad
especifica 10 ~90
(pg/célula/dia)
Produccion (g/L) 0.05 10
Duracién (dias) 7 21

Para alcanzar dichos avances, se han propuesto estrategias basadas en la investigacion de diversos
aspectos basicos como la modificacion en la actividad transcripcional (Hir et al., 2003)(Makrides,
1999), la generacion de lineas celulares estables (Wurm, 2004); (Richards & Elgin, 2002); (Li et al.,
2016), la extension de la viabilidad, el aumento en la proliferacion; el incremento de la concentracion
celular maxima; y el aumento de la velocidad especifica de crecimiento (i) (Kayser et al., 2006); asi
como la reduccion de la muerte celular o la optimizacién de las vias secretorias (Chung et al., 2004)
(Peng & Fussenegger, 2009) y metabdlicas (Doyle & Butler, 1990; Park et al., 2000; Yang & Butler,
2000).

Aun con todo el avance logrado, en este trabajo se decidié indagar sobre una variable que ha
comenzado a estudiarse en la Ultima década: la temperatura intracelular. Esta es relevante debido a
gque al dia de hoy se desconocen las implicaciones de este parametro fundamental a nivel celular y
su efecto en los productos de interés. Ademas, tampoco existe consenso sobre las fuentes de

generacion de calor, la regulacién y las implicaciones tanto a nivel de conocimiento basico como en




aplicaciones biotecnoldgicas. Cabe sefialar, que los estudios hasta ahora reportados se han
realizado en modelos de referencia, por ejemplo HeLa o HEK-293, por lo que la informacién
disponible aln es limitada. Debido a que las células CHO son ampliamente usadas en la industria
biofarmacéutica, es de gran interés contribuir al entendimiento de la temperatura intracelular en este

sistema particular.
3.2 Termogénesis y temperatura intracelular

La termogénesis es un concepto que hace referencia a la generacion de calor bajo diferentes
condiciones y que en algunos casos funciona como un mecanismo de regulacion y proteccion en los
organismos (Lowell & Spiegelman, 2000). El enfoque con que ha sido estudiado se ha modificado de

manera importante a lo largo de los afios, tal y como se explica a continuacion.

Algunos de los pilares que sentaron las bases del estudio de la termogénesis, fueron los
experimentos de Archibald Vivian Hill, sobre contraccién muscular, que le valié el premio Nobel de
medicina, en 1922. En ese momento no se conocia el mecanismo especifico, sin embargo, se logro
probar que el fendmeno iba acompafado de produccion de calor. En ese sentido, se tenian indicios
de que al evitar la tension de las fibras musculares ante un estimulo, habia un aumento en la
produccion de calor (Santesson, 1923), lo que permitia suponer que para que ocurriera una
contraccién, existia un proceso exotérmico cuya energia era utilizada para realizar el trabajo de

tension.

Para 1939, Engelhardt & Ljubimova habian descrito ya la presencia de miosina y su funciébn como
ATPasa en mausculo (Engelhardt & Ljubimowa, 1939). Sin embargo, la termogénesis seguia
explicandose como un fendémeno fisiol6gico. Estas ideas predominaron hasta finales de la década
de 1950, en la que aun se consideraban dos clases de termogénesis: fisica o “shivering” y quimica o

“no shivering”.

Pese a que en los ensayos en modelos animales se apoyaba la vision fisiolégica de la termogénesis,
comenzaron a acumularse evidencias de que debia existir una explicacion a nivel bioquimico. Un
ejemplo de ello, son los experimentos con ratones realizados por Hart, Heroux & Depocas (1956),
quienes evaluaron la respuesta de los animales cuando se exponian a temperaturas bajas. Se tenian
dos grupos, uno aclimatado a 6°C y otro a 30°C. El ensayo consistia en colocar a ambos grupos a
30°C durante 30 min y posteriormente exponerlos a 6°C. Se realizaron electromiogramas y monitoreo
de consumo de oxigeno. Se encontr6 que aquellos ratones aclimatados a 30°C tenian mayor

actividad muscular respecto al grupo que habia sido aclimatado a temperaturas bajas. De forma
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contraria, aquellos con menor actividad muscular mostraban una tasa respiratoria 1.5 veces
mayor(Hart et al., 1956). Este hallazgo apoyaba la idea de que existian mecanismos alternativos a
la termogénesis fisica y que, a través de ellos, los ratones aclimatados a temperaturas bajas,

lograban generar el calor necesario para mantenerse en buenas condiciones.

En afos posteriores, se realizaron avances importantes en el entendimiento de los mecanismos
bioquimicos asociados a la respiracion celular (David, 1966; Fritz, 1941; Keilin & King, 1958), asi
como la funcion termogénica del tejido adiposo pardo (R. E. Smith, 1964a; R. Smith & Hock, 1963).
Bajo estos antecedentes fue que algunos autores comenzaron a concebir la produccion de calor
desde un enfoque bioquimico al que denominaron termogénesis celular. Dicho concepto denotaba
que las células poseen la capacidad de producir calor mediante el uso de energia que obtiene de los
nutrientes (R. E. Smith, 1964b); precisando en afios siguientes, la relacién con la respiraciéon y la
oxidacion de sustratos (Prusiner & Poe, 1968). En los afios posteriores, la termogénesis comenzo a
abordarse como un fenédmeno a nivel celular. Debido a que no se contaban con técnicas que
permitieran analizar células individuales, los estudios se realizaban a nivel poblacional. Para ello, se
emplearon micro-calorimetros como una herramienta de medicién directa, en estudios
termodindmicos en cultivos bacterianos (Stoward, 1962) y de produccion de calor en distintos tipos
celulares (eritrocitos, miocitos, adipocitos, etc.) (Botticher & Furst, 1997; Monti et al., 1980; Ronquist

& Waldenstrom, 2003), entre otros.

No fue sino hasta finales de la década de 1990 cuando por primera vez se realizaron mediciones en
tiempo real, a través de termografia infrarroja, en células aisladas (Paulik et al., 1998). En este
contexto, uno de los avances mas importantes desde el afio 2000, ha sido el desarrollo de
herramientas que permiten realizar determinaciones a nivel subcelular. Aprovechando esta nueva
oportunidad, se han realizado estudios en los que se ha comparado la temperatura en distintos
organelos. Los resultados encontrados han llevado a concebir un nuevo panorama, la existencia de

diferencias de temperatura al interior de la célula.
3.3 Termdmetros intracelulares

La termometria intracelular es un area de investigacion muy reciente y creciente que se ha favorecido
en los ultimos 10 afios. Dado que las determinaciones a nivel subcelular presuponen que las
mediciones deben realizarse con una alta resolucion espacio-temporal, a escala microscopica (Bai
& Gu, 2016; Brites et al., 2012), el trabajo se ha centrado en dos retos principales: identificar técnicas

de deteccién y el desarrollo de moléculas con las caracteristicas idoneas.




En cuanto a la deteccion, se han reportado diversos métodos (Brites et al., 2012). Sin embargo, son
las sefales de fluorescencia las que se han empleado como una herramienta central. Esta técnica
combina parametros Unicos, como alta resolucion temporal y espacial, no es invasiva y puede
emplearse en células y organismos completos (Giepmans et al., 2006). Ademas de las ventajas
inherentes, los avances en biologia molecular, quimica organica y ciencias de materiales han
ayudado a crear una amplia gama de moléculas con caracteristicas que hacen muy atractivo su uso
en el contexto de termometria intracelular. Dentro de los fluor6foros (también denominados sondas)
propuestos, existen moléculas de distinta naturaleza como: moléculas organicas, complejos con
metales raros, puntos cuanticos (“quantum dots”), biomoléculas, polimeros sintéticos, y estructuras

compuestas, entre otros.

Ahora bien, para seleccionar un fluoréforo que permita detectar cambios de temperatura a nivel
subcelular, se requiere que posea las siguientes caracteristicas: 1) independencia de la
concentracion, 1) tiempos de respuesta cortos, lll) alta resolucién (sensibilidad), 1V) método de
cuantificacion facil y accesible e V) independencia de factores ambientales como pH y fuerza iénica.
Otro aspecto importante, es que todas las moléculas que pueden ser de utilidad son fluor6foros
extrinsecos; esto es, que no se encuentran de forma natural en la célula. Por lo anterior, es necesario
considerar el método de incorporacién, pues puede resultar un factor limitante. Dependiendo el tipo
de molécula y sus caracteristicas, pueden incorporarse a través de microinyeccién (Okabe et al.,
2012), difusion (Arai et al., 2014, 2015a; Tsuji et al., 2013) o como DNA, en el caso de la expresion

de proteinas.

Hasta ahora, los ensayos de temperatura intracelular han empleado como modelo de estudio
levaduras, células COS7, HelLa, HEK293 y MOLT-4, principalmente (Uchiyama et al., 2017);(Nakano
etal., 2017a);(Gao et al., 2017). Esto se debe a que, en gran medida, el enfoque de los estudios se

ha limitado a pruebas de concepto para moléculas propuestas.

Entre los estudios mas relevantes, se han reportado diferencias de 1°C en el reticulo endoplasmico
(Arai etal., 2015b), de 3°C en nucleo (Nakano etal., 2017b), y entre 6 y 12°C en mitocondria (Chrétien

et al., 2018; Nakano et al., 2017hb), respecto a los valores registrados inicialmente.

Para llevar a cabo estas mediciones, se han empleado algunas de las herramientas que se describen

a continuacion:




3.3.1 Mito Thermo Yellow (MTY)

MTY es una sonda que se obtuvo a través de quimica combinatoria (Y. Ahn et al., 2007; Y. H. Ahn
etal., 2007). Esta técnica permite sintetizar un conjunto de compuestos quimicos que comparten una

estructura base comun que se denomina libreria.

MTY es una de las 240 moléculas que conforman la libreria mostrada en la figura 8.1c, cuya
estructura base es la rosamina. Esta bateria de compuestos son de interés debido a que al ser
rosamina (Figura 8.1 b) una molécula de estructura similar a rodamina (Figura 8.1 a) presenta
caracteristicas deseables en un fluoréforo. Por ejemplo, tiene un alto coeficiente de extincién, alto
rendimiento cuéntico (cercano a 1), baja sensibilidad a la polaridad del solvente, alta fotoestabilidad
y baja sensibilidad al pH (Y. H. Ahn et al., 2007; Lakowicz, 2006).

b) _ c)

HaM G o g NH bt

Figura 3.1 Estructura de a) rodamina, b) rosamina y c) de las moléculas que conforman la libreria de Uchiyama et al
(2015), donde R1 y R2 es alguno de los sustituyentes que se agregan a la mezcla de reaccién y X es un atomo de
oxigeno(0), de nitrégeno(N) o de azufre (S).

(]

Las propiedades antes mencionadas son producto de la rigidez del nucleo, conformado por los tres
anillos principales, a los que se unen el resto de los sustituyentes (Figura 8.2). Estas caracteristicas

son importantes, debido a que facilitan su uso en microscopia de fluorescencia.

Al tener coeficiente de extincibn molar (€) y rendimiento cuantico (¢) altos, indica que la molécula
requerira una cantidad baja de fotones para lograr excitarse y a su vez, que la cantidad de fotones

gue emitird en relacién con los que fueron necesarios para excitarla, es alta.




En el aspecto técnico, estas caracteristicas ofrecen la ventaja de que, durante la observacion a través
de un microscopio, pueden ajustarse tiempos de exposicion cortos, las relaciones sefial-ruido son
altas, tampoco se requiere operar las fuentes de iluminacion a potencia alta para obtener buena sefial

y, por lo tanto, se disminuye el fotoblanqueo.

Sustltuyentes R1

m :Nuf-
f C@ SO, S0,

—

Ol"l
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MgBr  MgBr MgBe
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Fo ¢ - j ~ : 7 3 e i -0 : F : .Cl :
MgBe MgBr MgBr Mg Br MgBr MgBr MgBr
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
f \/
Mch : MQB' Mg Br MgBr Mg& MgBr MgBr
29 30 31 32 33

Figura 3.2 Sustituyentes empleados en la libreria de rosamina reportada por Ahn et al 2007, donde se
obtuvo MTY (Donde el sustituyente R1 es | y el sustituyente R2 es 31)
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La sintesis de esta libreria (Figura 8.1 c) fue reportada por Ahn et al., 2007 y analizada por (Arai et
al., 2014, 2015a) teniendo como premisas principales: que las estructuras obtenidas a partir de

rosamina, muestran sensibilidad a la temperatura y especificidad por organelos acidos.

Arai et al., 2014, 2015a) realizaron un analisis en microplacas, en el que se monitored la variacion
de la intensidad de fluorescencia respecto a la temperatura, siendo MTY la molécula que mostré la
mayor sensibilidad respecto al incremento de temperatura (2.0-2.8 % de IF/°C).Este parametro es
relevante puesto que a mayor sensibilidad del sensor (aumento o disminucion porcentual de la IF
segun el flluoréforo), mayor sera la resolucion. En cuanto a la localizacion, los autores encontraron
que la sefial proviene de mitocondrias, obteniendo un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.85

en el analisis de colocalizacion.

Pese a que esta molécula no se encuentra disponible de forma comercial, seria muy interesante
probarla, dadas sus caracteristicas, que ha mostrado resultados favorables y que cuenta con la

validacién de un grupo externo.
3.3.2 Termodmetro polimérico fluorescente FDV-0005

La sonda FDV-0005 fue reportada por Uchiyama et al. (2015). Este polimero fue
seleccionado de un conjunto de compuestos generados por sintesis organica. Se propuso el
uso de diferentes mondémeros sensibles a la temperatura, las unidades fluorescentes y las
proporciones de cada una de ellas. Los criterios de seleccién buscaron la molécula que
presentara mayor sensibilidad a la temperatura, baja toxicidad, baja sensibilidad a

condiciones ambientales y que su internalizacion fuera espontanea.
El sensor polimérico FDV-005 es un copolimero compuesto de 4 mondmeros:

i) NNPAM (N-n-propil acrilamida), monémero que le permite responder a la temperatura, puesto que

adopta una conformacion extendida a temperaturas bajas y globular a temperaturas altas;

i) APTMA ((3-acrilamido- propil) trimetil amonio), monémero cationico que evita la agregacion y

favorece la internalizacién en las células;

i) DBThD-AA (N-(2-{[7-(N,N-dimetil-aminosulfonil)-2,1,3-benzotiadiazol-4-il]-(metl)amino}etil)-N-
metilacrilamida), unidad fluorescente que responde a los cambios de hidrofobicidad/hidrofilicidad que

ocurren con la modificacidon en la conformacion de la unidad termosensible.
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iv) BODIPY-AA (8-(4-acrilamidofenil)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno),

unidad fluorescente cuya emision es constante.

Thermo-
responsive
unit

Cationic Fluorescent Fluorescent
unit unit | unit 1l

NMNPAM unit APTMA unit DBThD-AA unit BODIPY-AA unit
A 3 / £~
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Figura 3.3 Estructura del polimero fluorescente reportado por Uchiyama et al, 2015

Debido a que el sensor cuenta con dos unidades fluorescentes (Figura 8.3) la determinacién de

temperatura se registra como una razon de la intensidad de fluorescencia de ambas moléculas.

Los sensores de razon son sistemas robustos, que permiten minimizar errores por variaciones en la
intensidad de fluorescencia, a través del uso de la relacién entre las dos sefiales. Es deseable que
una de las sefales tenga baja o nula sensibilidad a la variable de estudio, puesto que de esa forma
existe mayor resolucién en las determinaciones. En el caso de FDV-0005 la emision del BODIPY
(unidad fluorescente Il) se mantiene practicamente constante, mientras que la emisién de DBThD
(unidad fluorescente ) se modifica con los cambios de temperatura. Por consiguiente, la variacion

en la razén de fluorescencia depende de la emision de la unidad DBThD.

Cabe sefialar que la condicién que modifica la intensidad de fluorescencia de DBThD es la polaridad
del medio, siendo la temperatura una variable que afecta en forma indirecta. Para entender la

respuesta a la temperatura, es necesario explicar el funcionamiento del sensor.
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Figura 3.4 Mecanismo de respuesta de polimeros termosensibles sintetizados con NIPAM. El caracter
termomorfico de NIPAM produce una modificacion en la estructura de los polimeros, favoreciendo un
ambiente polar (baja fluorescencia) o apolar (alta fluorescencia):Modificado de Uchiyama et al, 2017.

Los polimeros construidos con NNPAM (N-N propilacrilamida) o NIPAM (N-isopropilacrilamida) son
termomarficos. Esto significa que algunas caracteristicas se manifiestan a partir de una temperatura
determinada, a través de una fase de transicion (conocida como temperatura de solucion critica mas
baja o LSCT, por sus siglas en inglés). En este caso, lo que se modifica son las interacciones
hidrofilicas e hidrofébicas a lo largo del polimero. Con ello se modifica también el radio hidrodinamico
(Figura 8.9). En los polimeros sintetizados con NIPAM o NNPAM se favorecen las interacciones
hidrofilicas por debajo de la temperatura de transiciéon; en consecuencia, la estructura tiene menor
empagquetamiento. Por el contrario, una vez alcanzada la temperatura de transiciéon la molécula forma

interacciones hidrofébicas y se contrae a una estructura globular.

El ambiente generado alrededor del fluor6foro DBThD determina el cambio en la intensidad de
fluorescencia, debido a que el rendimiento cuantico de la molécula disminuye de forma inversa a la
polaridad del medio. Esto es, que la emisién de fluorescencia es mayor en ambientes apolares que

en ambientes polares (Tabla 8.2).

Tabla 3.2 Propiedades fotofisicas de DBThD. Datos tomados de (Uchiyama et al., 2015)

Solvente Coeficiente de extincién  Rendimiento cusntico?®
molar, € (Mt cm+)
Hexano 8100 0.81
Acetato de etilo 7600 0.68
Acetonitrilo 8000 0.49
Metanol 7900 0.27
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Agua 8100 0.089

En cuanto a la internalizacién, Tsuiji et al.,(2013) probaron el uso de la molécula catidnica APTMA
con 2 fines: 1) para generar repulsion electrostatica y evitar agregacion intermolecular y 2) favorecer
la internalizacion espontanea y evitar técnicas complejas como la microinyeccion. En dicho trabajo
se reporto la internalizacién espontanea del sensor en levaduras, HEK-293T y MOLT-4. El polimero

sintetizado en dicho estudio, se empleé como base para la sintesis de FDV-0005.

Pese a que este sensor no ha sido empleado por grupos externos al que se reportd inicialmente,
resulta interesante analizarlo puesto que las caracteristicas previamente descritas pueden ser muy

utiles en la medicion de temperatura intracelular.
3.3.3 gTemp.

Es un sensor de razon genéticamente codificado que esta compuesto por dos proteinas fluorescentes
derivadas de GFP (WtGFP): Sirius y mT-Sapphire.

Para seleccionar los componentes de gTemp, (Nakano et al., 2017a) realizaron el tamizaje de un
grupo de proteinas fluorescentes en donde evaluaron el decremento en la intensidad de fluorescencia

respecto al cambio de temperatura (Figura 8.4).
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Figura 3.5 Evauacion de la sensibilidad a la temperatura de diversas proteinas fluorescentes mutantes de GFP. De ellas

gue se seleccionaron Sirius y mT-Sapphire (Nakano M, et al 2017).

De ellas, Sirius fue seleccionada al poseer la mayor sensibilidad (2.17 % de IF/°C) y mT-Sapphire

por ser la que muestra menor sensibilidad (0.57 % de IF/°C).
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La presencia de ambas sefiales de fluorescencia permite realizar la determinacion de temperatura a

través de la razdén de las intensidades.

Aunque ambas proteinas son variantes de WtGFP, sus caracteristicas fotofisicas son muy distintas
(Tabla 9.3) de forma que sus espectros de excitacion y emisién se encuentran distribuidos en el
intervalo UV y visible (Figura 8.5).

Tabla 3.3 Propiedades fotofisicas de Sirius y mT-Sapphire

Proteina Sirius mT-Sapphire
Peso molecular (kDa) 26.7 26.9
Coeficiente de extincién molar, € (Mt cm) 15,000 44,000
Rendimiento cuantico ® 0.24 0.6
Longitud de onda de maxima emision (nm) 425 511

Decremento de la intensidad de fluorescencia (IF)

(o) o o, o
respecto a temperatura (%) 217 %delF/°C  0.57 % de IF/°C

Esto es particularmente importante en la emisién puesto que permite detectar ambas sefales, sin
que haya contaminacion en los canales. Respecto a la excitacion (lineas continuas, Figura 8.5),
existe una regién de ambos espectros en donde se sobreponen, lo que permite excitar ambas

proteinas a una misma longitud de onda (linea vertical, Figura 8.5).

1 = Excitacion Sirius
R
£
§ 0.8 - Excitacién mT-Sapphire
9w
S 3 Ermisn Si
2 % o6 -/ 1/ N SN n e mision Sirius
SE |
'g g 04 - - Emision mT-Sapphire
S - :
(7} .
c i
£ 02 -

0 T < T T ' T '.'....'\' ..“".“\

300 350 400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

Figura 3.6 Distribucion de los espectros de emision y excitacion de sirius (en color azul) y mT-Sapphire (en color verde).
En linea continua se muestran los espectros de excitacion y en linea punteada los espectros de emision. La linea vertical
negra, indica la longitud de onda de excitacion de gTemp. Datos tomados de Fluorescent Protein Database (Lambert, TJ
2019
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La excitacion de gTemp se realiza a 360 nm, longitud de onda que se encuentra en el pico maximo
(1.0) de excitacién de Sirius y en el extremo izquierdo (0.5) del espectro de excitacion de mT-
Sapphire (indicado con una linea vertical en la Figura 8.5). Se seleccion6 360 nm debido a que Sirius
tiene valores de € y ¢ bajos, por lo que es necesario excitar en la longitud de onda maxima para
obtener la mejor sefal posible. En el caso de mT-Sapphire, los valores altos de € y ¢ permiten obtener
buena sefial aun cuando la excitacién no ocurra en el pico maximo

Respecto a la forma de entrega, se tiene codificada la secuencia nucleotidica de gTemp en el vector
de expresién para células de mamiferos pcDNAS3; al ser geneticamente codificado tiene la ventaja
de que pueden agregarse secuencias de direccionamiento que permitan localizar a las proteinas en
organelos especificos. Aprovechando este recurso, (Nakano et al., 2017a) agregaron en el extremo
5’ de ambas proteinas, la secuencia que codifica para la subunidad VIl de la enzima citocromo C
oxidasa, o complejo IV de la cadena transportadora de electrones(CTE). Por lo anterior, el formato
nombrado mito_gTemp (Figura 8.6 B), permite realizar mediciones en la membrana mitocondrial
interna; mientras que con el formato gTemp (Figura 8.6 A), que contiene unicamente la secuencias

del sensor, las mediciones se efectuan en el citoplasma.
Cabe mencionar que aungque gTemp se transcribe como una sola secuencia, sirius y mT-sapphire se

traducen como dos proteinas independientes, a través del péptido linker T2A.

B)

Sphl Sacl

— . m";’”l Sirius | T2A cox;(l\l mT-Sapphire
: mT Sapphire werare] cocaccatg X X
peptide y .

Sirius e

(R " Thereis &n ATG upstream (R

There is an ATG upstream Bsml ol e Xbd | site.

ofihe Xbe | site.

Figura 3.7 Plasmidos pcDNA3 para la expresion del sensor gTemp en células de mamifero. Las dos proteinas que conforman el sensor
se encuentran unidas por un péptido T2A. El disefio de los plasmidos permite la expresion citoplasmatica (A) y mitocondrial (B) al
emplear como tag de direccionamiento la subunidad VIl de la enzima Citocromo C oxidasa. Figuras tomadas de Addgene.org.
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3.4 Valores reportados de temperatura intracelular

En la ultima década se han acumulado reportes en la literatura que afirman que al estimular a la
célula o incluso en condiciones fisiologicas, existen diferencias de temperatura intracelular. Dentro

de dichos reportes se encuentran los que se describen a continuacion.

Arai et al. (2014) registraron cambios de temperatura en el reticulo endoplasmico (ER) de células
HeLa. Se ha propuesto que el ER es el segundo organelo termogénico, por lo que resulta interesante
estudiarlo. En este trabajo los autores emplearon a la molécula ER thermo yellow, un fluoréforo con
afinidad al organelo en cuestién (coeficiente de correlacién de Pearson = 0.9). La captura de
imagenes se realizo en un microscopio confocal con incubacion a 37 °C. Para realizar las mediciones
al interior de este organelo se empleé ionomicina. Este ionéforo rompe el gradiente de calcio citosol-
ER y provoca el desacople de la ATPasa de calcio, llevando a la produccién de calor. A través de

este acercamiento los autores encontraron un aumento de 1.7 °C respecto a su temperatura inicial.

Por otro lado Nakano et al. (2017) construyeron y reportaron al sensor gTemp. Para probar su
funcionamiento realizaron mediciones en nucleo, mitocondria y citoplasma de células HelLa. Dichas
mediciones se abordaron a través de 2 estrategias experimentales. Para las mediciones en la matriz
mitocondrial los autores desacoplaron la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) empleando
carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP); encontrando una diferencia de entre 6-9 °C
respecto a su temperatura inicial. En el caso de las mediciones de ndcleo y citoplasma, gTemp se
expresd en ambos sitios y se determind la diferencia de temperatura en condiciones basales;
encontrado una diferencia de 2.9 °C entre ellos. En todos los experimentos se empled un microscopio

de epifluorescencia con control de de temperatura a 37 °C

Otro de los resultados mas controversiales ha sido el obtenido por Chrétien et al (2018), quienes al
desacoplar la fosforilacion oxidativa en células HEK-293 encontraron una diferencia de entre 10-12
°C respecto a la temperatura inicial. Se sabe que dicho aumento de temperatura ocurre dentro de la
mitocondria debido a que en estudios previos, se demostré que el sensor MTY, empleado en este
estudio, interacciona con la enzima aldehido deshidrogenasa 2 mitocondrial (ALDH2) (Kim Y, et al.
2011). Ademas de que en ensayos de colocalizacién se determiné una fuerte interaccién con las
mitocondrias. Para efectuar las mediciones los autores emplearon un espectrofluorimetro Xenius XC
acoplado a un dispositivo FireSting Oz, que permite monitorear en forma simultanea el consumo de
oxigeno, la intensidad de fluorescencia y la temperatura del medio. Adicionalmente se determiné que

la tasa de consumo de oxigeno tiene una relacion directamente proporcional a la temperatura, de tal
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forma que cuando se registra una disminucion en el consumo de oxigeno, se observa un enfriamiento

o disminucion en la produccién de calor.

Finalmente, el resultado reportado por Rajagopal et al. (2019) resulta muy interesante debido a que
su medicion estd basada en cambios de voltaje y no en sefales de fluorescencia. Estos autores
construyeron un microelectrodo que tras emplear a la molécula BAM15, identificaron un aumento de
temperatura de 7.5 K. Ellos sugieren que su resultado proviene no solo de la oxidacion de sustratos

si no del flujo de protones a través de la membrana.

Con estos resultados se ha establecido una discusion muy activa en donde se han expuesto
argumentos y evidencias para apoyar o desmentir estelx PBS + 0.05 % Tween 20 fendmeno. Los
cuestionamientos principales son ¢ Qué factor o factores podrian explicar la existencia de gradientes
de temperatura intracelular? ¢Cudles serian las fuentes de energia necesaria para lograr un
incremento en la temperatura de las dimensiones mencionadas? ¢Las caracteristicas y
compartimentalizacién de los procesos metabdlicos, asi como las caracteristicas bioquimicas de
cada organelo, contribuyen a la acumulacién localizada de calor? ¢ El metabolismo por si solo es
capaz de explicar este fendbmeno u otros procesos contribuyen en forma paralela? Por ello, ha sido
necesario realizar un analisis de los aspectos fundamentales que soportarian una diferencia de

temperatura entre los organelos.

3.5 Aspectos termodindmicos del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) y de la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS)

Las células son sistemas que obedecen a las leyes fisicas y quimicas fundamentales. En
consecuencia, aunque cuenten con enzimas que puedan acelerar reacciones, éstas no pueden
promover que ocurran procesos que sean desfavorables. Debido a lo anterior, en las rutas
metabdlicas se acoplan reacciones energéticamente favorables con las que no lo son. De forma que,
la energia que se libera en algunas etapas se aprovecha en otras en las que se requiere energia
para que puedan ocurrir. El criterio que determina si un proceso es energéticamente favorable o no,
es el cambio en la energia libre (AG). Esta se define como la energia disponible en un sistema para
realizar un trabajo. Aquella fraccidn que no se utiliza, se libera como calor, aumentando la entropia
del sistema. Si el proceso disminuye la energia libre (-AG) se habla de un proceso energéticamente
favorable o exergoénico; mientras que aquellos procesos cuya energia libre aumenta (+AG) son

energéticamente desfavorables o endergonicos.

18



Dentro del metabolismo celular, la oxidacién fosforilativa (OXPHOS) es el principal mecanismo de
generacion de energia (Lowell & Spiegelman, 2000; Lucia et al., 2015; Vazquez-Duhalt, 2002),
debido a que la oxidacién de acarreadores electrénicos, como NADH y FADH, es altamente
exergonica. Tan solo la oxidacion de un mol de NADH tiene un AG de -220 kJ/mol (Nath, 2016). La
energia liberada tras la oxidacion de los acarreadores en la cadena transportadora de electrones se
emplea para la formacién de ATP (Deshpande & Mohiuddin, 2019); reaccion que tiene un AG de 30.5
kJ/mol (Nath, 2016). Si se sabe que por cada mol de NADH que se oxida, se sintetizan
hipotéticamente 2.5 moles de ATP, se tiene que de los 220 kJ generados, Unicamente 76.5 kJ se
emplea como energia (til. Si bien los 143.5 kJ restantes (65 %) podrian ser empleados en otros
procesos, hay una fraccion de dicha energia que se libera como calor (Kang, 2017; Vazquez-Duhalt,
2002). De hecho se ha sugerido que las mitocondrias son las que realizan un aporte mayoritario a la
generacion de calor (Kang, 2017; Pagliarini & Rutter, 2013). De tal forma que la oxidacion completa
de un mol de glucosa se generan 2870 kJ/mol, de los cuales 2640 kJ provienen de TCA y de la
OXPHOS.

Ademas de los balances energéticos, el mecanismo de termogénesis descrito para la grasa parda
ayuda a comprender el proceso de generacion de calor. La grasa parda es un tejido termogénico
especializado, formado por los adipocitos marrones. En este tipo celular, se encuentran embebidas
en la membrana mitocondrial interna las proteinas desacopladoras de la cadena transportadora de
electrones (UCP, por sus siglas en inglés), también conocida como termogenina (UCP1). Estas
proteinas cumplen la funcién de translocar protones desde el citoplasma hasta la matriz mitocondrial.
Esta accién provoca el desacople de la OXPHOS debido a la disipacion del gradiente de H*. Esto
acelera la oxidacién de sustratos en ausencia de la sintesis de ATP, causando un ciclo futil que da
como resultado la generacion de calor (Yu et al., 2000),(Fenzl & Kiefer, 2014),(Jastroch et al., 2012).
Se sabe que el desacople de la OXPHOS a través de la UCP1, es un mecanismo altamente regulado,
es decir, que se activa a través de sefiales particulares (sefiales hormonales y acidos grasos libres)
y que también puede ser inhibido. De hecho, se ha observado que la sola presencia de las UCPs no
es suficiente para generar el desacople de la OXPHOS, puesto que se requieren activadores
apropiados (Jastroch et al., 2012; Mozo et al., 2006; Nedergaard et al., 2001).

Si bien, el desacople de la OXPHOS como mecanismo de termogénesis no ocurre en células en las
gue no se encuentren presentes las UCP’s o los activadores, se tienen mecanismos alternativos que
emulan dicho proceso (Jarmuszkiewicz et al., 2010). En la mayoria de los estudios de temperatura
intracelular, se han empleado moléculas desacopladoras de la fosforilacién oxidativa, con la intencion

de generar calor al interior de la célula y comprobar la funcionalidad de las moléculas propuestas.
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Ciertamente la termometria intracelular es un area de investigacion de reciente desarrollo, por lo que
se ha generado controversia respecto a si los valores de temperatura reportados pueden explicarse
a través del metabolismo celular o si se trata de errores de observacion relacionados a las técnicas
hasta ahora empleadas (Baffou et al., 2014, 2015; Nakano & Nagai, 2017; Suzuki et al., 2015).
Aunque en los diferentes trabajos se ha buscado descartar fuentes de error en las mediciones, es
necesario realizar estudios futuros para ayudar a contestar las interrogantes que se han generado al

respecto.
3.6 Metabolismo energético y produccién de lactato en células CHO

Una de las caracteristicas de las células de ovario de hamster chino es que realizan glicélisis aerébica
(efecto Warburg). Como resultado se favorece la produccién de lactato aln en la presencia de
oxigeno (Bulté et al. 2020; Compan et al. 2015). El lactato es un metabolito relevante debido a que
es un subproducto téxico que tiene efectos negativos sobre las células y sobre las proteinas de
interés; ademas es un indicador de la eficiencia del metabolismo celular (Wahrheit et al., 2014). Para
comprender mejor los efectos del lactato, es necesario analizar como es que dicha molécula se

forma, asi como las implicaciones de su acumulacion en el medio de cultivo.

Se sabe que cuando la glucosa ingresa a la célula, se metaboliza a través de glicdlisis. El producto
final de la via son dos moléculas de piruvato por una de glucosa, que pueden seguir dos caminos
diferentes. En el primero de ellos, el piruvato ingresa a la mitocondria y es transformado a acetil Co-
A, a través del complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa. El acetil-CoA continta hacia el ciclo de
los &cidos tricarboxilicos (TCA), donde se genera el NADH utilizado en la cadena transportadora de
electrones (ETC). Como resultado se obtiene CO», H,O y ATP (Wahrheit , Nicolae & Heinzle, 2011).
En el segundo camino, las moléculas de piruvato son convertidas en lactato por la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH). Tedricamente, el lactato se forma cuando la célula no tiene suficiente oxigeno
disponible al cual pueda transferir los electrones en la ETC. En ese escenario, existe dificultad para
regenerar el cofactor NAD*. Por ello, se favorece la formacién de lactato como un mecanismo
alternativo (Nelson et al. 2005; Lowell & Spiegelman, 2000). Dicha reaccion, incluye la oxidacion de
NADH, por lo que se regenera el NAD" y la célula puede continuar con los procesos que requieren
de dicho cofactor No obstante, la reaccién de formacion de lactato es un ciclo fatil, en donde, no hay
generacion de productos aprovechables inmediatos y que ademas incluye un gasto energético. En
consecuencia, la formacion de lactato se traduce en un uso ineficiente de la fuente de carbono, pues
cada molécula de lactato formada implica gasto energético, ademas de disminuir la cantidad de ATP

que se produciria por la via oxidativa(Wahrheit J et al. 2014).
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Cabe sefalar que en células CHO, la formacion de lactato no esta relacionada a la baja disponibilidad
de oxigeno, sino a la glicolisis aerobia, donde hay consumo rapido de glucosa y glutamina, con
generacion de lactato, aun en la presencia de oxigeno (Zagari et al., 2013). Existen diversos estudios
gue a nivel molecular han propuesto soluciones a la acumulacion de lactato, entre los mas recientes,
el reportado por(Bulté et al. 2020), quien a través de la sobreexpresiéon del transportador mitocondrial

de piruvato (MPC), lograron disminuir la produccién de lactato en un 50 %.
3.7 Estudios de temperatura intracelular en células CHO

Existen 2 reportes en los que se propusieron sensores moleculares con potencial para realizar
mediciones de temperatura en células CHO. El primero de ellos fue realizado por Chapman et
al.(1995), quienes propusieron el uso de laurdano y NBD (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il) para
monitorear cambios en la temperatura y la dinAmica de las membranas celulares. El segundo,
propone el uso del complejo Eu-TTA (europio (lll) tenoiltrifluoroacetona), para monitorear la
generacion de calor en células modificadas que expresaban el receptor m1-muscarinico (Zohar et
al., 1998). Sin embargo, en ninguno de los dos estudios lograron obtenerse resultados concluyentes,
debido a que las sefiales emitidas por los sensores seleccionadas eran afectadas por el pH y la

polaridad del medio.

Salvo los estudios antes mencionados, no existen evidencias de cdémo se comporta la temperatura
en el interior de las células CHO. Adicionalmente, no se tiene informacién sobre si la temperatura
intracelular es una variable con efecto sobre la sintesis y produccién de proteinas recombinantes, el
plegamiento, la glicosilacién, etc; o bien si la temperatura intracelular podria ser empleada como una
herramienta de monitoreo del estado celular. Debido a esto y a la relevancia que tienen las células
CHO en la industria farmacéutica es importante realizar estudios que permitan en primera instancia
determinar si existen diferencias de temperatura como los mencionados con anterioridad y
posteriormente, relacionar dicha variable con estados celulares o condiciones particulares. El objetivo
sera que en el futuro se genere informacién que ayude a disefiar o plantear estrategias para mejorar

los procesos de produccion de proteinas recombinantes.
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4

Hipotesis

Las células de ovario de hamster chino (CHO) presentan una diferencia de temperatura entre las

mitocondrias y el citoplasma.

5

Objetivo general

Comparar la temperatura mitocondrial y citoplasmatica en células de ovario de hamster chino (CHO)

6

Objetivos particulares

Seleccionar un sensor de temperatura intracelular.

Evaluar la independencia funcional de un termosensor, respecto a la concentracion del
sensor, pH y fuerza iénica.

Comparar la temperatura mitocondrial y citoplasmatica de células CHO
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8 Metodologia

8.1 Seleccion de un sensor para medir la temperatura intracelular

A través de una revision bibliografica, se buscaron moléculas que pudieran funcionar como sensores

de temperatura intracelular. De ello se evaluaron las siguientes opciones:

o Mito Thermo Yellow (MTY). Molécula fluorescente cuya estructura base es rosamina. Fue
sintetizada por (Y. H. Ahn et al., 2007)) y reportada como sensor de temperatura por (Arai et
al., 2015a). MTY fue obtenida a través de quimica combinatoria, por lo que la ruta de sintesis
original da como resultado un conjunto de 240 compuestos diferentes. En este trabajo se
propusieron algunas adecuaciones a la secuencia original de reacciones en la ruta de sintesis.
Dichas adecuaciones conducen a la sintesis de MTY como Unico producto (Apéndice 11.1
Ruta de sintesis de Mito Thermo Yellow).

La intencion de generar esta ruta alternativa es que en el futuro pueda sintetizarse y
analizarse.

o Termometro polimérico fluorescente FDV-0005. Este polimero fluorescente fue sintetizado y
reportado por(Uchiyama et al., 2015). Es un copolimero formado por un monémero
termosensible, un monémero de naturaleza catiénica y dos monémeros fluorescentes. La
unidad termosensible es termomorfica, por lo que las interacciones de la molécula con el
solvente se modifican con el cambio de temperatura. Adicionalmente, los autores reportaron
gue puede atravesar facilmente las membranas sin necesidad de emplear microinyeccion.
FDV-0005 se encuentra disponible de manera comercial, por lo que se adquirié a través de
Funakoshi (Tokio, Jap6n.2017).
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o gTemp. Sensor fluorescente genéticamente codificado, compuesto por dos proteinas
mutantes de GFP: Sirius y monomericTurbo-Sapphire ((Nakano et al., 2017a)). Para su
expresion en células de mamifero, ambas secuencias se encuentran codificadas en el vector
pcDNA3 . Ademas, se encuentran disponibles dos versiones del mismo vector, una para
expresion  citoplasmatica (gTemp-Plasmido #89583) y otro para expresion
mitocondrial(mito_gTemp -Plasmido #109117). Ambos plasmidos fueron adquiridos a través

de Addgene (Watertown,Massachusetts, USA).

8.2 Produccioén de proteinas fluorescentes Sirius y mT-Sapphire para caracterizacién in vitro

de gTemp

Para caracterizar gTemp, se produjeron ambas proteinas de forma independiente. Para ello, se
emplearon cepas de E. coli productoras de Sirius (codificada en el plasmido pJOQ) y mT-Sapphire
(codificada en el plasmido pRSET). Ambas cepas fueron proporcionadas por la Unidad de Sintesis 'y
Secuenciacion de DNA (USSDNA/IBt) y por el Dr. Takuya Nishigaki, respectivamente (Addgene

Watertown, Massachusetts, USA).

De colonias frescas se generaron gliceroles de ambas cepas, que se resguardaron a -70°C. Se
empled una relacion 1:1 de caldo de cultivo:glicerol al 80 % (750 pL:750 pL). Los crioviales se

colocaron en hielo seco y tras unos minutos, se resguardaron en ultracongelacion.

Para la produccion de Sirius y mT-Sapphire, se sembraron indculos en tubos de ensaye con 4 mL de
medio LB, suplementados con el antibiético indicado para cada cepa. Tras 12 h de incubacion, se
inocularon matraces bafleados de 500 mL con 100 mL de medio LB liquido. Los cultivos se incubaron
durante 72 h a 25°C y 200 rpm. Posteriormente, el paquete celular fue recuperado por centrifugaciéon
(Eppendorf 5810R con rotor de cubo basculante) por 5 min a 4 °C a 2500xg. Se ajustd la
concentracion a 200 g/L de biomasa y se adicioné el volumen necesario de lisozima (50 mg/mL) para
ajustar a una concentracion de 200 upg/mL La suspension se incubd por 20 min a temperatura
ambiente y se adicionaron 0.5 pL de benzonasa (Sigma Aldrich, 200 unidades/uL) y el volumen
necesario de solucién 1 M MgCl, para ajustar a una concentracion final de 1mM MgCl.. Las muestras
se incubaron por 20 min adicionales y se completaron 5 ciclos de 15 s de sonicacion por 45 s de
descanso, hasta completar 60 s a una amplitud de 55 % (equipo Qsonica Q700). El lisado se

centrifugd nuevamente y el sobrenadante se resguardé para el siguiente paso.

La purificacion se realiz6 por cromatografia de afinidad a niquel con agarosa Ni-NTA (30210

QIAGEN, Dusseldorf, Alemania). La columna se empacé con 1 mL de agarosa y se permitio la
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sedimentacion. La columna se lavo con 20 mL de agua miliQ. Para la elucion se empled un gradiente
de imidazol a concentraciones de 50, 100 y 200 mM de imidazol. Para seleccionar las fracciones
puras, se realizaron geles de poliacrilamida al 12 %, en condiciones reductoras, teiiidos con azul de

Coomassie.
Las proteinas purificadas se resguardaron a 4°C, protegidas de la luz.

8.3 Obtencion de espectros de emisién y evaluaciéon de la dependencia de la intensidad de

fluorescencia (IF) a la temperatura in vitro.

Para estos experimentos in vitro se emple6 un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55 acoplado a un
sistema de control de temperatura conformado por los moédulos PTP1 (Peltier Temperature
Programer) y PCB 1500 (Water Peltier System). Se empledé una celda de cuarzo de volumen
reducido. El volumen minimo de muestra empleado fue de 150 uL. Las diluciones se prepararon en

PBS filtrado por membrana de PVDF de 0.45 pM y degasificadas con N.

Se realizaron barridos de emision para obtener los espectros a temperatura ambiente para verificar
la longitud de onda de maxima emision, a una velocidad de 300 nm/min, de 380 a 700 nm. Los
espectros se realizaron de forma independiente para cada fluoréforo fijando la longitud de onda de

maxima excitacién correspondiente a cada molécula.

Para evaluar la dependencia de la intensidad de emision respecto a la temperatura, se obtuvieron
los espectros de emision, modificando la temperatura en 5 °C, desde 25 °C a 50 °C. Estas
determinaciones se realizaron por triplicado, empleando la misma muestra para evaluar todas las
temperaturas, siendo todas las muestras independientes. Adicionalmente se extrajo el valor maximo
de emisién del conjunto de datos de cada espectro y con ellos se determiné el comportamiento de la

razon de las intensidades de fluorescencia respecto a la temperatura.

Para FDV-0005, se emplearon soluciones a concentracion de 0.1 pg/uL del polimero y una longitud
de onda de excitacion de 458 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado con soluciones
independientes.

Para gTemp, se realizaron determinaciones independientes para Sirius, mT-Sapphire y la
combinacion de ambas proteinas, a concentraciones de 0.05 pg/uL para cada proteina y cantidades
equimolares para la mezcla. Las longitudes de onda de excitacién fueron 399 nm para mT-Sapphire
y 360
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nm para Sirius y la combinaciébn de ambas. Las determinaciones se realizaron por triplicado,

empleando la misma solucién para cada barrido completo de temperatura.

Ademds se realizaron 15 espectros consecutivos de la misma muestra. Estas determinaciones se

realizaron a 25 y 50°C para Sirius y mT-Sapphire.

8.4 Evaluacion de la sensibilidad de la sefial de fluorescencia a condiciones ambientales in

vitro

En la evaluacion de la independencia de la sefial de fluorescencia respecto a pH y fuerza iénica, se
prepararon buffers de fosfatos ajustadas a pH 9, 7 y 5 y soluciones a concentracion de 125, 150 y
175 mM de KCI. Cada solucién fue filtrada por membrana de PVDF de 0.45 uM y degasificadas con

N Estas determinaciones se hicieron manteniendo fija la concentracion del sensor.

Para evaluar la independencia respecto a la concentracion del sensor, se realizaron soluciones a

diferentes concentraciones de cada molécula.

Las determinaciones se realizaron por triplicado en un lector de microplacas Sinergy H1 Biotek. En
todos los casos se registro la intensidad de fluorescencia en las longitudes de onda de interés,
modificando la temperatura cada 10 °C, de 20°C a 50°C. Con ello, se determind la razén de

fluorescencia en cada condicién
8.5 Cultivo celular

Las células CHO-S empleadas en los experimentos provinieron de un banco elaborado a partir del
kit de Invitrogen Freedom™ CHO-S™(A1369601,ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA).
Para cultivar las células, se empleé medio Cellvento® 200 V ®, suplementado a 8 mM de glutamina,
incubando a 37 °C, 130 rpmy 5 % de CO,. Los subcultivos se realizaron al alcanzar una concentraciéon

celular de 4x108 células/mL.

Para el monitoreo de la concentracién celular, se utilizd un equipo Multisizer 3 Coulter Counter
(Beckman Coulter, Indianapolis, USA) y para determinar la viabilidad se realizé conteo en camara de
Neubauer (BRAND), con azul de tripano (Sigma Aldrich T8154).

Para los conteos y determinacion de eficiencias de transfeccion, se empleé un microscopio invertido

de epifluorescencia Nikon Eclipse TE3000, con un objetivo Plan Fluor 10x/0.3.
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8.6 Internalizacion de FDV-0005 en células HEK-293

Se cultivaron células HEK-293 a 37°C y 5 % de CO, en medio DMEM (D0819 Sigma Aldrich),

suplementado con 5 % de suero fetal bovino, en cajas T25.

Se sembraron 2mL de suspension celular a 1x108 células/mL en placas Fluorodish de 35 mm con
fondo de vidrio (World Precision Instruments, USA). Al alcanzar entre 30 y 50 % de confluencia, las
células fueron lavadas con soluciéon de glucosa al 5 %. Posteriormente, en placas independientes se
adicionaron soluciones de FDV-0005 a concentraciones de 0.5y 1 pg/uL. Las células se incubaron

por 10 min a 37°C. Finalmente se retird la solucién y se agregdé medio Cellvento®.
8.7 Internalizacion de FDV-0005 en células CHO-S

Para las pruebas de internalizacion se utilizaron células CHO-S cultivadas por 48 h, a una viabilidad
>96 %. Las células se centrifugaron por 10 min a 200 x g y se re-suspendieron en solucion de glucosa
al 5 % p/v. Se ajusto la concentracion a 1x10° células/mL. A la suspension preparada, se adiciond el
volumen correspondiente de solucién stock de la sonda fluorescente para ajustar a concentraciones
de 0.01 y 0.1 pg/uL. Se dej6 incubar por 10 min a 25°C, protegiendo de la luz. Una vez transcurrido

el tiempo, las células se lavaron con PBS y se re-suspendieron en medio Cellvento®.

Ademas, se probd una condicién extra a una concentracién de 0.1 pg/uL, incubando las células por
40 min.

8.8 Internalizacion de FDV-0005 en células CHO-S por electroporacion

Como una estrategia alternativa de internalizacion, se electroporaron las células como se describe a
continuacion. Se emplearon células sub-cultivadas por 48 h previas al ensayo, éstas se encontraban
en fase exponencial y con viabilidad superior al 95 %. Se centrifugaron por 5 min a 150 x g y se
lavaron en 2 ocasiones con 20 mL de medio CD-CHO (10743029 Gibco, ThermoFisher Scientific).
Finalmente, se ajustd la concentracion celular a 16.7x10° células/mL, de tal forma que al adicionar

60 pL a la celda de electroporacion se tuviera 1x10°8 células/mL. Se adicionaron 150 g de polimero.

Se emplearon celdas de electroporacion para bacterias (1 mm) y el pulso eléctrico fue de 360
volts/0.5 ms. Una vez electroporadas, las células se re-suspendieron en placas fluorodish con 2 mL

de medio suplementado con 8 mM de glutamina. Se incubaron por 24 h a 37 °C.

Como controles se probaron los siguientes tratamientos:
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o Células electroporadas sin adicion de polimero

o Células incubadas por 10 min a 37°C con 0.1 pg/pL
o Células incubadas por 10 min a 37°C con 1 pg/uL
o Células incubadas por 24 h a 37°C con 0.1 pg/uL

o Células incubadas por 24 h a 37°C con 1 pg/uL

En todos los casos, las células fueron observadas en un microscopio confocal de disco giratorio 3l
tipo Zeiss Observer Z.1 Invertido, acoplado a una cdmara Andor iXon. (Disponible en el LNMA). Se
ajusté una exposicion de 100 ms. La longitud de onda de excitacion fue de 440 nm y la emision se

colect6 a longitudes de onda de 561 y 488 nm.

89 gTemp

8.9.1 Recuperacion de vectores

Los plasmidos se recibieron como DNA adsorbido en papel filtro, por lo que fue necesaria su
recuperacion. Para ello, se recort6 el papel filtro y se sumergi6 en 60 uL de buffer TE (Tris-EDTA).

Se incub6 por 10 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, se transformaron E. coli DH5a quimiocompetentes para la propagacion de plasmido.
Se mezclaron 4 pL de la solucion de DNA extraida del papel filtro con las células. Se incubaron 20
min en hielo y se aplic6 choque térmico a 44°C durante 1 min. Se incubaron nuevamente en hielo

por 5 min. En seguida se adicioné 1 mL de medio LBy se incubé por 1 h a 37°C en agitacion.

Transcurrido el tiempo, se plaquearon las células en medio LB sdélido con ampicilina y se incubaron
por 12 h. A continuacion, se picaron colonias aisladas, se sembraron en medio LB liquido en tubos
de ensaye y se incubaron a 37°C por 12 h. A partir de estos cultivos se generaron los gliceroles para
conservar a -70°C a largo plazo. Se emple6 una relacion 1:1 de caldo de cultivo:glicerol al 80 % (750
ML:750 pL). Los crioviales se colocaron en hielo seco y tras unos minutos se resguardaron en

ultracongelacion.

Con el volumen restante de los cultivos liquidos se purificaron los plasmidos a través del kit
ZymoPURE Plasmid MiniPrep (ZymoRESEARCH). Para esto se us6 el protocolo reportado en el sitio
web de  ZymoRESEARCH  (https://www.zymoresearch.com/collections/zymopure-plasmid-

kits/products/zymopure-ii-plasmid-miniprep-kit).
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Una vez concluido el protocolo de purificacién de los plasmido, se determind la concentracion de
DNAy las relaciones 260/280 y 260/230 a través de NanoDrop.

8.9.2 Verificacion del patron de restriccion de plasmidos pcDNA3

Se realizaron digestiones para verificar el patron de restriccion de cada plasmido. Se emplearon 2
uL de NE Buffer™ 2.1 (New England, Biolabs), 2 uL del plasmido purificado, 1 yL de enzima BamH
| (New England, Biolabs), y se ajustd el volumen a 20 yL con agua grado biologia molecular. Se
incub6 a 37°C por 1.5 h, se tomd una alicuota de 5 pL para verificar el tamafio del plasmido
linealizado. En seguida, se adicion6 1 pL de EcoR | (New England, Biolabs), se ajusté la
concentracion de buffer 2.1 a 10 % de la reaccion, se complet6 el volumen a 20 pL y se incub6 por

1.5 h mas.

Una vez transcurrido el tiempo, se separ6 el DNA en un gel de agarosa a 0.8 %. Se tifié por 30 min

y se verific el tamafio de las bandas obtenidas.
8.9.3 Verificacion por PCR de pldsmidos pcDNA3

Para el disefio de oligonucleotidos, se seleccionaron secuencias de 27 bases de longitud. A través
del sitio web Oligo Analizer (Integrated DNA technologies Inc, USA
https://www.idtdna.com/calc/analyzer), se verificé que no existiera la formacion de horquillas en las
bases del extremo 3’ y que no existieran mas de tres bases que permitieran el apareamiento entre
ellos (self-priming). La sintesis se realizé en la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de DNA del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM (USSDNA/IBL).

Para la reaccion, se emple6 la enzima Phusion High Fidelity (New England, Biolabs) y se empled la

mezcla de reaccion indicada en la Tabla 7.1

Tabla 8.1 Mezcla de reaccién para PCR

Componente Volumen (pL) Concentracion
5X Phusion HF 5 1X
10mM dNTP’s 0.5 200 M
10 uM forward primer 1.25 0.5 uM
10 uM reverse primer 1.25 0.5 uM
Templado Variable <250 ng
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Phusion DNA polimerasa 0.25 1 unidad/50 pL PCR
DMSO 0.75 3%
Agua libre de nucleasas ~25 -

Las condiciones de la reaccion se indican en laTabla 7.2. Se realiz6 un gradiente de temperatura

entre 55 y 65 °C, eligiendo las temperaturas de 65, 61.1 y 55 °C como las mas adecuadas.

Tabla 8.2 Protocolo de reaccién de PCR

Condicién Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacion inicial 98 30
98 10
Ciclos 65, 61.1, 55 30
72 30
Extensién final 72 600

Se realiz6 un gel de agarosa 0.8 % para verificar el tamafio de los productos de PCR.
8.9.4 Propagacion de vectores de transfeccion para expresar gTemp

Para producir el stock de los plasmidos para transfectar, se realizaron cultivos en matraz de 500 mL
con 100 mL de volumen de llenado en medio LB con ampicilina. Los pre-indculos se generaron en
tubos de ensayo inoculados con los crioviales preparados previamente. En ambos casos, los cultivos

se incubaron a 37 °C y 200 rpm por 12 h.

Transcurrido el tiempo, los plasmidos se purificaron en esterilidad a través del Kit QIA filter Plasmid
MaxiPrep (QIAGEN Cat.12262,Dusseldorf, Alemania). Ademas, se determiné la concentracién de

DNA por NanoDrop y se determinaron las relaciones 260/280 y 260/230 para asegurar su pureza.

Para verificar la esterilidad de los plasmidos purificados, se realiz6 una prueba en placas de 96 pozos.
Se colocaron 200 uL de medio Cellvento® en diferentes pozos. En forma indepediente se inocularon
por triplicado 2 pL de cada plasmido, agua estéril (control negativo) y agua corriente (control positivo).
La placa se incubd por 72 h y posteriormente se sembrd en LB sélido. A su vez, dicho cultivo se
incub6 durante 72 h'y acto seguido, se realiz6 inspeccidn visual para determinar si existia crecimiento

bacteriano.
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8.10 Seleccion de método de transfeccidn para expresar gTemp

8.10.1 Lipidos catidnicos

Para transfectar células CHO-S con lipidos catidénicos se utilizd el kit Freestyle Max (A1369601
ThermoFisher Scientific) , cuyo protocolo se describe a continuacion: 24 h previas a la transfeccion,
las células se subcultivaron entre 5 - 6 x10° células/mL. El dia de la transfeccion, se verific que la

viabilidad se encontrase por arriba del 95 %.

Se sembraron 1x108 células/mL en 27 mL de medio CD FortiCHO suplementado con glutamina 8
mM. Se prepararon por separado tubos que contenian 1.45 mL de medio OptiPRO, al que se
adicionaron 50 pL de Freestyle y un tubo mas que contenia 1.4 mL de OptiPRO con 50 ug de DNA.
Se adicion6 el medio que contenia Freestyle al DNA. Se incubd por 10 min y finalmente se adicion6

gota a gota al matraz previamente preparado.

Las células se incubaron a 37°C, 8 % de CO; y 130 rpm. Se determind la viabilidad y eficiencia 48 h
post-transfeccion. Para determinar la eficiencia de transfeccién, se emple6 una lampara de mercurio,
acoplada a un microscopio invertido de epifluorescencia Nikon eclipse TE3000, con objetivo 10x/0.3.
Empleando una cadmara de Neubaer optimizada, se contabilizaron el nimero de células fluorescentes

y el nimero total de células.
8.10.2 Electroporacién

Para realizar las transfecciones por electroporacion se utilizé un sistema Xcell Gene Pulser de Bio-

Rad, con celdas para células de mamifero de 0.4 cm.

Las células fueron tratadas como se indic6 en el apartado 8.8 . El volumen de trabajo en la celda fue

de 700 pL a una concentracion celular 12 x10%/mL y se adicionaron 40 pg de plasmido.

El protocolo empleado fue un pulso exponencial de 280 V, 800 mF con resistencia infinita. Una vez
electroporadas, las células se re-suspendieron en cajas T75 en medio Cellvento® suplementado con
glutamina 6 mM. Se incubaron a 37°C /5 % de CO.durante 48 h. Transcurrido el tiempo se determiné

viabilidad y eficiencia de transfeccion.
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8.11 Estandarizacion de las condiciones de microscopia para experimentos in vivo con

gTemp

Para establecer las condiciones de captura de imagenes por microscopia de epifluorescencia, se
emplearon células a 48 h post transfeccion, que fueron centrifugadas, lavadas y resuspendidas en
PBS.

Las imagenes fueron capturadas en un microscopio Nikon Eclipse TE300 con un objetivo de 60 X oil
inmersion (PlanApo N, con apertura numérica de 1.42). Como fuente de iluminacion se emple6 un

LED que emite luz a 360 nm.

El sistema de captura cuenta con una camara Andor (Andor Technology, Belfast, Northen Ireland),
con el software de adquisicién Andor 1Q2 (Oxford Instruments, Ireland). Para los experimentos que

requerian temperaturas especificas, se emple6 un controlador TC-202A, de Warner Instruments.

Se empled6 un tiempo de exposicion de la cdmara de 1500 ms y la ganancia maxima del equipo
(1224). En esas condiciones, la relacion sefial/ruido (SNR) encontrada era baja, por lo que se emple6
un factor binning (Bn ) de 4x4. Este factor es una estrategia utilizada en andlisis de imagenes, en la
que previo a la digitalizacién se combinan los datos de profundidad de un nimero definido de pixeles.

Aunqgue este proceso disminuye la resolucion espacial, permite mejorar la relacién sefial-ruido (SNR).

Respecto a los filtros de emisién, se empled el D425/60x para capturar la sefial de Sirius entre 395
nm-455 nm. Mientras que para mT-Sapphire se empleo el filtro de emision HQ560/50M que permite

capturar sefales entre 535 nm-585 nm.
8.12 Curvas de calibracién de gTemp in vivo

Para realizar la curva de calibracién, se emplearon células a 48 h post-transfeccion, lavadas vy
resuspendidas en PBS degasificado. De dicha suspensidn celular se colocaron 500 puL en un

cubreobjetos circular montado en una camara celular Attofluor de 35 mm de diametro.

Empleando la configuracién seleccionada para cada proteina en microscopio de epifluorescencia
(Seccion 8.11), se eligieron campos con al menos 10 células fluoresciendo y se tomaron imagenes

a diferentes temperaturas.

Las determinaciones se realizaron de 30 a 50°C, con incrementos de 5°C y permitiendo que el

sistema se equilibrara por 5 min en cada incremento.
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8.13 Ensayos in vivo con FCCP Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona)

Las células fueron tratadas como se indicé en el apartado 8.8 y sembradas en placas Fluorodish a
una concentracion celular de 0.5x10°/mL. Se incubaron a las condiciones antes mencionadas. Previo
al ensayo se retiré el medio, se lavaron las células y se adicionaron 0.5 mL de PBS degasificado y

precalentado a 37°C.

Se capturé una imagen inicial de campo claro. Posteriormente se grabaron videos de 10 min,
adicionando a los 30 segundos después de iniciar la captura de imagenes, una soluciéon de FCCP
100 uM. Como control de fotoblanqueo, se tomd video de la misma duracion en el que no se adicioné
reactivo alguno. Posteriormente se realizd el andlisis de la intensidad de fluorescencia por célula

presente en el campo, a lo largo del tiempo.
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9 Resultados y discusién

Uno de los aspectos fundamentales de este trabajo fue la seleccion de una herramienta de medicién.
Pese a que se han reportado varias decenas de sondas que detectan cambios de temperatura (Bai
& Gu, 2016; Okabe et al., 2018), resulta necesario valorar las caracteristicas que favorecen y limitan

su desempenfio. De esta forma, se puede realizar una seleccion racional de las moléculas a evaluar.

Dentro de los criterios que se consideraron, se encuentran los antecedentes publicados, el método
de deteccibn, la forma de incorporacién a las células, las propiedades fotofisicas, si se encontraban

disponibles de manera comercial 0 si necesitaban sintetizarse, asi como el costo.

A través de andlisis de estos criterios, se propuso el uso de 3 herramientas: Mito Thermo Yellow,

FDV-0005 y gTemp, que fueron descritas con anterioridad.

En el caso de MTY Unicamente se propusieron algunas adecuaciones a la ruta de sintesis, que se

reportan en al Apéndice 11.1.
Respecto al sensor polimérico FDV-0005 y gTemp los resultados se describen a continuacion.
9.1 Caracterizacién in vitro de FDV-0005

Se realizaron espectros de emision de fluorescencia de FDV en los que se observo la existencia de
dos picos, uno en 495 nm y otro en 535 nm (Figura 8.7 A). Este ultimo corresponde a la unidad
DBDThD, cuya intensidad de fluorescencia incrementa proporcionalmente a la temperatura, al igual

que la razén entre ambas sefales (Figura 8.7 B)
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Figura 9.1 Comportamiento in vitro de la intensidad de fluorescencia y razén entre las sefiales del polimero fluorescente FDV-
0005 respecto a la temperatura. (A) Se determinaron los espectros de emisién del sensor con excitacion a 458 nm. Se empled
un espectrofluorimetro con control de temperatura y una celda de cuarzo de volumen reducido. La dilucién del sensor se
realizo en PBS filtrado. (B) Del conjunto de datos del espectro se determind la razén de la intensidad maxima (535 nm/495nm)
para cada uno de los fluoréforos que componen a FDV-0005. Las barras de error indican el resultado de 3 determinaciones
independientes.
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De los valores de intensidad maxima obtenida en cada uno de los espectros de emisiéon, puede
determinarse el comportamiento de la intensidad de ambas unidades fluorescentes. La fluorescencia
de DBDThD a 535 nm muestra un aumento de +1.9 % de IF/°C (Figura 8.8 ). Mientras que la sefal
proveniente del BODIPY, a 495 nm, tiene una reduccion de -0.76 % de IF/°C.
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Figura 9.2 Determinacién de la sensibilidad de la intensidad de fluorescencia de DBDThD y el BODIPY, que componen
al polimero fluorescente FDV-0005 respecto a la temperatura. Los datos se obtuvieron a partir de los espectros de
emision mostrados en la Figura 9.2 (A).

Uchiyama et al.,(2015) reportaron que el intervalo en que funcionaba el polimero es de 25 a 45°C.
Para verificar dicha informacion, se realizaron determinaciones hasta 50°C. Con ello, se observé que
a partir de los 45°C la sensibilidad del sensor se reduce de 0.021 a 0.013 %/°C es decir que disminuye
40% respecto al valor inicial. Por lo tanto, en dicho intervalo la resolucién respecto a la temperatura

seria menor.

Cabe sefialar que, aunque la respuesta se observa a través de la modificaciéon de la temperatura, la
emision de DBDThD esté relacionada con la polaridad y la formacién de puentes de hidrogeno con
el solvente, tal como se explico previamente (seccion 3.3.2). A su vez, el BODIPY tiene menor
sensibilidad a la polaridad (Uchiyama et al., 2012, 2015).

Si bien la sefal no se ve afectada en forma directa por el cambio de la temperatura, si impacta en la
estructura del sensor (Figura 8.9). Es asi como se modifica el caracter polar o apolar alrededor de

los fluoréforos y, por lo tanto, el cambio en la intensidad de fluorescencia.
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9.1.1 Evaluacién de la sensibilidad a condiciones ambientales en FDV-0005

Idealmente, se esperaria que si existe alguna perturbacién en el medio, aunque las intensidades
individuales se viesen afectadas la razén entre ellas permanezca constante. Verificar que la razon
de las intensidades es independiente de los cambios en el medio es relevante debido a que se sabe
gue en la célula existen gradientes y compartimentos con condiciones de pH y fuerza iénica distintas.
De esta forma, puede asegurarse que las mediciones en los distintos organelos son efecto de la

temperatura y no de las condiciones inherentes al sitio de estudio.

Otro de los factores que es importante evaluar es la concentraciéon del sensor. Es necesario probar
gue la razon es independiente a diferentes concentraciones del fluoréforo, pues la accesibilidad del

polimero a los compartimentos celulares es heterogénea.

En la Figura 8.10 A, se observa que la razén de las sefiales obtenida en funcién de la temperatura

tiene el mismo comportamiento sin importar la concentracion del sensor a la que se encuentre.

Respecto a las condiciones de pH (Figura 8.10 B) y fuerza ionica (Figura 8.10 C), la razén de

fluorescencia sigue practicamente la misma tendencia de los 25 a los 45 °C.

Pese a que se observa una tendencia similar entre las condiciones, para emplearse en
determinaciones in vivo debe realizarse una calibracion del sensor Esto implica la determinaciéon de
la intensidad de fluorescencia en las condiciones en que se realizan los ensayos, a diferentes
temperaturas. De este modo, puede considerarse la variacién que proviene de factores alternos a la

temperatura.

37



A) .0
0.9 © 0.001% p/v
© 0'8 ©0.002% p/v
e : 0.005% p/v
2 0.7 0.01% p/v
g 0.6 ¥ 0.1% p/v .
2= 05 _ 4
S 0.4 é 2 X
[
Q 0.3 9 o
©
o 0.2
0.1
00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 30 40
Temperatura (°C)
QL
2 €
B) § bnf 1.0 ® pH9
<
sw o8 | PP
©Twn 0.6
) ]
~§ 2 T ]
= 04 g . ¢
) e
0.2
0.0 T T T T I T T T T I T T T
20 30 40
Temperatura (°C)
Q) =+ 1.0
S £ X 150 mM KCl
§ 5 0.8 | © 175 mM KCl
g w 125 mM KCl
S5~ -
&= 0.6 ]
3 E . x
C
e m p 3
5 ; 0.4 - 2
~ x » Q
0.2 @ -
0.0 T T T T I T T T T I T T T
20 30 40

Temperatura ( °C)

Figura 9.3 Evaluacion del comportamiento de la razén de fluorescencia de FDV-0005 a diferentes concentraciones del sensor
(A), valores de pH (B) y fuerza i6nica(C) pH. Se determiné la intensidad de fluorescencia de DBDThD y el BODIPY empleando
una longitud de onda de excitacion a 458 nm en un lector de microplacas Sinergy H1 Biotek. Las diluciones se realizaron en PBS
y la evaluacion de pH en buffer de fosfatos. Las barras de error indican el resultado de 3 determinaciones independientes.
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9.1.2 Internalizacién de FDV-0005 en células HEK-293

Como control positivo de internalizacion de FDV-0005 se realizaron pruebas con células HEK-293.
(Uchiyama et al., 2015) reportaron la sintesis del polimero FDV-0005 junto con el protocolo de
internalizacion para esta linea celular. Ellos encontraron que el polimero se distribuia de manera
uniforme al interior de las células, sin importar si el crecimiento era adherente o en suspension (Figura
8.11). En el presente trabajo, se realizaron ensayos tal y como indican los autores anteriores, pero a
diferencia de lo reportado no se observo una distribucion homogénea al interior de la célula. Por el
contrario, la sefial se encontraba distribuida heterogéneamente, tal y como puede apreciase en la
Figura 8.12 . Unicamente se observo fluorescencia en algunos sitios, donde la sefial se concentra,
como si el polimero se encontrase ocluido o acumulado. La distribucién heterogénea podria estar

relacionada al mecanismo de internalizacién o bien, al funcionamiento del sensor.

En cuanto al mecanismo de internalizacién, se ha hipotetizado que este tipo de polimeros

Figura 9.4 Internalizacion del polimero fluorescente FDV-0005 en células MOLT-4(A) y HEK-293(B). Tomadas de Uchiyama
et al, 2015

fluorescentes ingresan a la célula por la via de endocitosis mediada por clatrinas o permeacion

A)

Figura 9.5 Experimentos de internalizacién de FDV-0005 en celulas células HEK-293.En el panel (A) se muestra la imagen en campo
claro, en (B) la emisién a 535 nm (LUT Green) y en (C) la sobreposicion de Ay B. Las imagenes de tomaron por microscopia confoca
de disco giratorio ubicado en el LNMA, con laser de excitacion a 440 nm y la emision se colecto a longitudes de onda de 560 nm. Las
células se sembraron en placas Fluorodish hasta alcanzar 5° % de confluencia. Posteriormente se adicioné FDV-0005 y se incubé por
10 min a 37°C. Se observaron al microscopio una vez concluida la incubacion.

39



quimica (Tsuji et al., 2013). En ese sentido, se sabe que en células eucariontes es posible la

captacion de macromoléculas a través de la formacion de vesiculas o endosomas.

Una vez dentro los endosomas transitan a una etapa temprana en la que se seleccionan moléculas
que deben ser recicladas y devueltas a la membrana celular (receptores de superficie que activan la
via de endocitosis). En seguida, se vuelven endosomas tardios que al fusionarse con vesiculas
hidroliticas (provenientes del aparato de Golgi) se convierten en lisosomas. A través de este proceso
es como los materiales endocitados son degradados; sin embargo, cuando la sustancia no puede
digerirse, permanece en el interior del lisosoma formando cuerpos residuales. Lo que podria explicar

el aspecto de la Figura 8.12.

La distribucién homogénea reportada por (Tsuiji et al., 2013; Uchiyama et al., 2015)) indicaria que si
la internalizacién ocurriera por endocitosis, la molécula deberia ser liberada desde el interior de las
vesiculas al citoplasma. Sin embargo, los autores no realizaron experimentos para describir el

mecanismo de entrada.

Respecto a la permeacion quimica, tampoco se brinda mayor evidencia. Sin embargo, existen
algunos ejemplos en la literatura en los que moléculas de gran tamafio pueden translocarse a través
de las membranas celulares. Este es el caso de los Nanotubos de Carbdn Funcionalizados (CNT’s),
que, aungue pueden tener longitudes de 300-1000 nm, logran ingresar a la célula tras incubarlos por
60 min a 37°C. En dicho caso, tampoco se ha logrado esclarecer el mecanismo de internalizacion,
pues la evidencia se contrapone y en ocasiones se sugiere que podria ser una combinacion de
mecanismos, por lo que no se ha llegado a un consenso (Kostarelos et al., 2007); (Lacerda et al.,
2012).

En suma, al no tener certeza sobre el mecanismo de internalizacién, no puede asegurarse que el

polimero se incorpore a la célula y se distribuya en forma homogénea.

La otra posible explicacion tiene que ver con el funcionamiento de los polimeros termosensibles y de

las unidades monoméricas que las conforman.

En la literatura, existen reportes de cdémo se comportan algunos mondmeros populares, como NIPAM
y NNPAM; sin embargo, es deseable conocer como se madifica cada estructura en forma particular,
ya que, incluso empleando el mismo monémero el comportamiento puede llegar a ser contrario. Por

ejemplo, para los polimeros de NIPAM reportados por (Qiao et al., 2012; Uchiyama et al., 2003)),
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encontraron una transicion opuesta (de globular a extendida y de extendida a globular

respectivamente) con el aumento de la temperatura.

En el caso de FDV-0005, no se ha reportado el comportamiento del radio hidrodinamico respecto a
la temperatura, por lo que no se tiene certeza de la estructura que deberia adoptar respecto al cambio
de temperatura. Pese a ello, el comportamiento de la intensidad de fluorescencia podria proporcionar
informacién relevante puesto que se observa una correlaciéon entre el cambio de temperatura y la

intensidad de fluorescencia.

Se ha reportado que la molécula DBThD muestra una intensidad de fluorescencia menor en
ambientes polares, respecto a los apolares. Dichas determinaciones han sido realizadas a travées de
espectros de emision ((Uchiyama et al., 2015)) y al rendimiento cuantico en diferentes solventes
(Tabla 9.4) Esto indicaria que la sefial aumenta cuando el polimero pasa de una estructura extendida

(ambiente polar) a una globular (ambiente apolar).

Al observar los espectros de emisién en la Figura 8.7 A, se tiene que la intensidad de fluorescencia
aumenta en forma directa a la temperatura; por lo que podria asumirse que la estructura del polimero

se modifica de forma extendida a globular con el aumento de temperatura.

Para ejemplificar como se observa el cambio en la intensidad de fluorescencia de un polimero, cuyo
componente fluorescente tiene un comportamiento similar al de FDV-0005, se muestran algunas
imagenes de (Qiao et al., 2012). En ese trabajo se reportaron polimeros sintetizados con NIPAM,
cuya intensidad de fluorescencia disminuye al pasar del ambiente apolar (estructura globular) a un

ambiente polar (estructura extendida).

Cabe resaltar las estructuras que se observa en la Figura 8.10 A. Estas podrian corresponder a
estructuras globulares en las que se favorecen las interacciones hidrofébicas y el aumento en la
intensidad de fluorescencia (como se ilustra en la Figura 8.9). A la vez, puede observarse la similitud
entre la Figura 8.13 Figura 9.6A y Figura 8.12 B

Figura 9.6 Cambio en la intensidad de fluorescencia de un polimero de NIPAM, cuya intensidad de fluorescencia
disminuye en ambientes polares. Imagenes tomadas de Qiao et al, 2012..
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Pese a que estos argumentos ayudarian a explicar la distribucién heterogénea observada en este
trabajo, es necesario realizar experimentos adicionales para determinar con certeza lo que ocurre.
Por ejemplo, la determinacién del radio hidrodinAmico a diferentes temperaturas permitiria
correlacionar el cambio estructural con la variacion en la intensidad de fluorescencia. Dicha
informacion contribuiria a entender la discordancia entre los resultados aqui mostrados y los

reportados por (Uchiyama et al., 2015).

Ahora bien, es necesario aclarar que aunque la distribucion del polimero no es homogénea, eso no

impide registrar la temperatura al interior de la célula.
9.1.3 Internalizacion de FDV-0005 en células CHO-S

En células CHO se sigui6 el protocolo de internalizacién sugerido para células en suspension MOLT -
4 (Figura 8.11 A). Ademas de estas condiciones, se probaron otras concentraciones semejantes y
se prolong6 el tiempo de incubacién, sin observar resultados positivos. A diferencia de las células
HEK-293, en células CHO-S se observé que la internalizacién del polimero era casi nula, pues el

namero de células que mostraron sefal de fluorescencia era muy bajo.

Uno de los argumentos de (Uchiyama et al., 2015)) es que la internalizacién depende del tipo de
célula. Lo que se corrobora con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que se observa esta

diferencia entre las lineas celulares empleadas.

Figura 9.7 Experimentos de internalizacion de FDV-0005 en celulas CHO-S. En el panel (A) se muestra la imagen en campo

claro, en (B) la emisién a 535 nm (LUT Green) y en (C) la sobreposicién de Ay B. Las imagenes de tomaron por microscopia
confocal, con laser de excitacion a 440 nm y la emision se colecté a 560 nm. Las células se sembraron en placas Fluorodish a
1x108 células/mL. Posteriormente se adicioné FDV-0005 y se incubé por 10 min a 37°C. Se observaron al microscopio una vez

concluida la incubacion.
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9.1.4 Internalizacion en células CHO-S por electroporacion

Como una alternativa a el método de internalizacién propuesto por (Uchiyama et al., 2015)), las
células se electroporaron en presencia del polimero. Como control negativo, se electroporaron
células sin polimero, para verificar que la sefial no fuese autofluorescencia o un efecto del
procedimiento. El resto de las condiciones probadas permiten descartar que ni la concentracion
elevada de polimero, ni el tiempo de incubacion favorecen la internalizacion, puesto que tal como se

observa en la ninguna de ellas incrementa el namero de células a las que el polimero puede ingresar.

La electroporacién al ser un protocolo que genera poros en la membrana celular permite la
internalizacion del polimero en un porcentaje del 62 % de las células (Tabla 9.5). Este resultado

sugiere que la membrana celular es la principal barrera que impide la internalizacion.

Pese a que a traves de esta estrategia se podrian realizar mediciones de temperatura, existen varias
desventajas. La primera de ellas es que la distribucién del polimero es heterogénea y aleatoria. Esto
implica que los sitios de medicidbn se modificarian en cada experimento y no podrian realizarse
réplicas exactas. Por otro lado, debido a la dificultad observada para atravesar las membranas en
este tipo celular, es muy probable que no puedan realizarse mediciones al interior de organelos.
Finalmente, la electroporacion es un método que implica la aplicacién de un campo eléctrico, lo que
modifica el estado celular, produciendo deterioro y estrés. Por ello, las mediciones podrian verse

alteradas por efecto del protocolo de internalizacion, mas que por el estado celular.
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Figura 9.8 Experimentos de internalizacion de FDV-0005 en celulas CHO-S por electroporacion. Se muestran las imagenes
en campo claro, la emisién a 535 nm (LUT Green) y la sobreposicion de A y B para cada condicion. Las imagenes de
tomaron por microscopia confocal, con laser de excitacion a 440 nm y la emisién se colecté a 560 nm. Las células se
sembraron en placas Fluorodish a 1x10° células/mL. Posteriormente se adicioné FDV-0005 y se incubd por 10 min a 37°C.

Se observaron al microscopio una vez concluida la incubacion.

Emisién a 535 nm (LUT
Green)

Condicion Campo claro Merge

Electroporadas
(Control
negativo)

Concentracion
alta

Concentracion
alta/
incubadas 24 h

Concentracion
recomendada /
incubadas 24 h
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Electroporadas
con polimero

Observando en conjunto los resultados obtenidos de la caracterizacion del polimero, asi como de la
distribucion e internalizacion en células CHO-S, se decidié probar el sensor gTemp como una

alternativa para realizar las mediciones.

Tabla 9.1 Eficiencia de internalizacién de FDV-0005 en células CHO-

Condicién Eficiencia de internalizacion (%)
Electroporadas (Control negativo) 0
Concentracion alta ~0
Concentracion alta/incubadas 24 h ~0

Concentraciéon recomendada / incubadas
24 h

Electroporadas con polimero 62

9.2 Produccién de proteinas fluorescentes Sirius y mT-Sapphire

Para realizar la caracterizacién del sensor, fue necesario producir por separado ambas proteinas.
Tras la purificacion por cromatografia de afinidad, los geles de poliacrilamida muestran que para
Sirius el proceso fue exitoso pues Unicamente se observa una banda que coincide con el peso
molecular esperado, de 26.7 kDa (Figura 8.16 B). No asi para mT-Sapphire, donde se observan una

serie de bandas extras a la que corresponde al peso esperado de 26.9 kDa (Figura 8.16 C).
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Figura 9.9 Verificacion de la purificacion por cromatografia de afinidad de Sirius y mT-Sapphire por geles de poliacrilamida al 12 %.
.En el panel A se muestra el marcador de Peso Molecular Benchmark Thermofisher. En B y C se observan las bandas obtenidas en
las fracciones F5-F12 en la purificacion de Sirius y mT-Sapphire, respectivamente.

La presencia de estas bandas no esperadas en los geles indica dos posibles escenarios: el primero
de ellos podria ser que en la cepa productora de mT-Sapphire existen proteinas con una alta afinidad
ala agarosa o segundo, que dicho hospedero genera protedlisis de la proteina producida. Si ocurriera
el segundo escenario, se explicarian las bandas de pesos moleculares menores; sin embargo, se
observa una banda de peso molecular de alrededor de 70 kDa. Esto podria corresponder con un
dimero de la proteina. Como es bien sabido, las proteinas fluorescentes tienden a expresarse de
forma asociada y a interactuar entre ellas, aunque las mutaciones que presenta la version

monomeérica de T-Sapphire, teéricamente impedirian la formacion de dichos agregados.

La relevancia de que la proteina empleada para los experimentos estuviese purificada radica en que
las impurezas pudiesen representar una interferencia en las determinaciones. Sin embargo, al
realizar el espectro de emision para mT-Sapphire, se observd que el pico maximo de emisién
corresponde con el reportado en la literatura (Figura 8.17) y que no existen maximos de emisién

adicionales, por lo que se decidié continuar con los siguientes experimentos.
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Figura 9.10 Comparacion del espectro de emision reportado en Fluorescent Protein Data Base (FPbase) y espectro
obtenido de la purificacion de mT-Sapphire. El espectro de mT-Sapphire purificada se obtuvo con un espectrofluorimetro
con control de temperatura y una celda de cuarzo de volumen reducido. La dilucion de mT-Sapphire se realiz6 en PBS
filtrado.

Para realizar la caracterizacion de las proteinas emulando la expresion del sensor, se realizaron
mezclas equimolares de las proteinas fluorescentes. Fue necesario determinar la concentracién de
mT-Sapphire en las fracciones purificadas. Para ello, se analizaron las imagenes de los geles de
agarosa por densitometria en Image J. Dicha determinacion indicé que la banda de mT-Sapphire
corresponde a una fraccion del 46 % de la proteina total; por lo que con ese dato se realizo el ajuste

de concentracién de proteina de interés.
9.3 Caracterizacién in vitro de gTemp

Las longitudes de onda de maxima emision determinadas de los espectros fueron de 425 nm para
Sirius y 511 nm para mT-Sapphire (Figura 8.18) Se observa que la intensidad de la emision tiene una
disminucioén inversamente proporcional a la temperatura; comportamiento que es lineal en ambas

proteinas.

Se encontré que el decremento en la intensidad de fluorescencia de Sirius es de -2.2 % de IF/°C y
de -0.7 % de IF/°C para mT-Sapphire, tal como esta reportado en la literatura.Al realizar las mezclas
equimolares, se obtiene el espectro mostrado en la Figura 8.18 A. La razén de las intensidades de
ambas proteinas (Figura 8.18Figura 9.11 B) muestran un aumento proporcional a la temperatura con

una tendencia lineal.
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Las réplicas con que se elaboraron estos espectros se analizaron para el barrido completo de
temperatura, lo que implica que se realizaron una serie de lecturas consecutivas en la misma
muestra. Por ello, surge la pregunta de si dicha estrategia provoca el descenso en la IF por

fotoblanqueo.
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Figura 9.11 Comportamiento in vitro de la intensidad de fluorescencia y razéon entre las sefiales de gTemp respecto a la
temperatura. (A) Se determinaron los espectros de emision del sensor con excitacion a 360 nm. Se empleé un espectrofluorimetro
con control de temperatura y una celda de cuarzo de volumen reducido. La dilucién del sensor se realizé en PBS filtrado. (B) Del
conjunto de datos del espectro se determind la razén de la intensidad maxima (511nm/425nm) para cada uno de los fluoréforos
que componen a gTemp. Las barras de error indican el resultado de 3 determinaciones independientes.

Para resolver dicha incégnita, se realiz6 una secuencia de multiples espectros de emision que
permitiera descartar la disminuciéon en la intensidad de fluorescencia como resultado de las

condiciones experimentales empleadas.

Se observa que tras 15 ciclos de excitacién, la intensidad de fluorescencia permanece constante a

25 y 50°C, mostrando una disminucion unicamente con el aumento de la temperatura (Figura 8.19).
9.3.1 Evaluacion de la sensibilidad de gTemp a condiciones ambientales

En la Figura 8.20 se muestran los resultados de la determinacion de la razén de fluorescencia en

diferentes condiciones de fuerza iénica, pH y concentracion.
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Figura 9.12 Prueba de fotoblanqueo para Sirius (A) y mT-Sapphire (B).Se tomé una secuencia de 15 espectros de emision a 25 °C
(lineas punteadas) y 50°C (lineas continuas) para descartar fotoblanqueo por condiciones experimentales. Se empled un
espectrofluorimetro con control de temperatura y una celda de cuarzo de volumen reducido. La dilucién de las proteinas purificadas
se realiz6 en PBS filtrado.

Se observa que el comportamiento de la razén de fluorescencia es independiente de la fuerza ibnica
(A), asi como de la concentracion del sensor (C), tal como se esperaba. Sin embargo, al evaluar el
comportamiento a diferentes condiciones de pH (B), se observa que a pH acido si hay un impacto
sobre la razén de la fluorescencia. Este resultado es particularmente importante en las
determinaciones de temperatura en mitocondria, pues se sabe que en el espacio intermembranal
puede existir una diferencia de pH de hasta 1 unidad respecto al citoplasma. Esta diferencia se debe
al gradiente de protones que se mantiene entre la matriz mitocondrial y el espacio intermembranal.
El efecto del pH sobre la intensidad de fluorescencia debera considerarse en la curva de calibracion,
puesto que el sensor, se localiza en la membrana mitocondrial interna (secuencia de
direccionamiento a la subunidad VIl de la enzima Citocromo Oxidasa), por lo que podria sufrir el

impacto de las condiciones del medio.

49



A) 10

Razoén de Intensidad de fluorescncia (511
nm/ 425nm)

10
B)

Razoén de Intensidad de fluorescncia (511
nm/ 425nm)

) 10

Razén de Intensidad de fluorescncia (511
nm/ 425nm)

® 125 mM
® 150 mM :|:
175 mM i
[ ]
L
[ ]
[ ] v
L
[
v
10 20 30 40 50 60
Temperatura (°C)
pH8 i
® pH7
® pH5 § i
® 0
) - ]
® F ¢
]
10 20 30 40 50 60
Temperatura (°C)
® 8.5x10% uM
® 51x10°%uM
10 20 30 40 50 60

Temperatura (°C)

Figura 9.13 Evaluacién del comportamiento de la razén de fluorescencia de gTemp a diferente fuerza i6nica (A), valores de
pH (B) y concentraciones del sensor (C). Se determind la intensidad de fluorescencia de sirius y mT-Sapphire empleando una
longitud de onda de excitacién a 360 nm en un lector de microplacas Sinergy H1 Biotek. Las diluciones se realizaron en PBS
y la evaluacion de pH en buffer de fosfatos. Las barras de error indican el resultado de 3 determinaciones independientes.
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Adicionalmente se determind el decremento de la intensidad de fluorescencia de cada una de las

proteinas con respecto a la temperatura (Figura 8.21). Consistentemente con lo que se habia

observado en los espectros de emision, el decaimiento de la intensidad de fluorescencia en las

diferentes condiciones fue de -1.3% de IF/°C para Sirius y de -0.2 % de IF/°C para mT-Sapphire.

Esto indica que el decremento en la intensidad, respecto a la temperatura es independiente de la

condicion en la que se encuentre.
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Figura 9.14 Determinacion de la sensibilidad de la sefal de fluorescencia de Sirius(A) y mT-Sapphire(B) en diferentes condiciones
respecto a la temperatura. Se determiné la intensidad de fluorescencia de sirius y mT-Sapphire empleando una longitud de onda
de excitacion a 360 nm en un lector de microplacas Sinergy H1 Biotek. Las diluciones se realizaron en PBS y la evaluacién de pH
en buffer de fosfatos. Las barras de error indican el resultado de 3 determinaciones independientes.
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9.3.2 Expresion de gTemp: verificacion de patrén de restriccion y productos de PCR

Previo a la expresion en células de mamifero, era importante corroborar la integridad del DNA, asi
como verificar que la secuencia nucleotidica corresponde a la esperada. El patrén de restriccion es
una forma sencilla y rapida de corroborar la identidad de un pldsmido, pues permite comparar

experimentalmente la posicion y el tamafio del material genético insertado en el vector.
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Figura 9.15 Verificacion por patrén de restriccion. gTemp 1) Vector sin digerir, 2) Linealizacién con BamH1 (6939 pb), 3)
Doble digestion con BamH1/EcoR1 (5424 ph/1515 pb). mito_gTemp 4) Vector sin digerir, 5) Linealizacion con BamH1
(7658 pb) y 6) Doble digestién

1.0

En el andlisis de los plasmidos adquiridos en Addgene, los fragmentos de ADN obtenidos de las
digestiones con las enzimas de restriccion corresponden a los tamafios esperados para ambos
plasmidos. Para gTemp, en la linealizacion se observa una banda que corresponde a las 6.9 kb
tedricas (Figura 8.22, carril 2). En la doble digestion, se observan una banda que corresponde a las
1.5 kb tedricas de la secuencia que codifica para el par de proteinas y una banda adicional que
corresponde a las 5.4 kb del vector vacio (Figura 8.22, carril 3). En las digestiones para mito_gTemp,
en la linealizacion del plasmido se observa una banda que migra de acuerdo con las 7.6 kb tedricas
(Figura 8.22, carril 5) y en la doble digestion la banda que corresponde a las 2.3 kb del inserto y una

a 5.4 kb del vector vacio (Figura 8.22, carril 6).

Cabe sefialar que aunque ambos plasmidos codifican para el mismo par de proteinas, el tamafio del
inserto varia, debido a que en mito_gTemp se incluye la secuencia de la subunidad VIII de la
citocromo C oxidasa. Ademas, se realiz6 una prueba de PCR, con la intencion de amplificar un sitio
especifico del vector y asi corroborar el tamafio del fragmento esperado.
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A continuacion, se muestran las caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados
» Clave: T2A reverse Longitud: 27
Secuencia (5'->3'): GTTCTCCTCCACGTCGCCGCAGGTCAG
C+G (%): 66.67 Tm (1): 75.54 Tm (2): 90.00
» Clave: Compl_gTEMP Longitud: 28
Secuencia (5'->3"): GGGGCACAAGCTGGAGTACAACGGGATA
C+G (%): 57.14 Tm (1): 72.82 Tm (2): 88.00

En la Figura 8.23 se observa que las bandas de los productos de PCR para ambos plasmidos

corresponden al tamaiio de las bandas esperadas de entre 366-358 pb.

Figura 9.16 Verificacion por productos de PCR 1) mito_gTemp 65 °C 2)mito_gTemp 61 °C 3) mito_gTemp 55 °C 4) gTemp
65 °C, 5) gTemp 61 °C, 6) gTemp 55 °C

Con los resultados de estas dos técnicas se puede inferir que los plasmidos se encuentran integros
y que corresponden a las secuencias esperadas.

9.3.3 Seleccién del método de transfeccion

Considerando los fines de este trabajo, se buscé un método que permitiera realizar transfecciones
periddicas con alta eficiencia, a un costo mesurado. Se emplearon los métodos de lipofeccion y
electroporacion. En la Tabla 9.6 se muestran los resultados de los dos métodos probados. Se
observa que la eficiencia de transfeccion es 4.75 veces mas alta para gTemp y 1.6 veces més alta
para mito_gTemp, cuando se emplea electroporacion. Esta caracteristica es relevante, puesto que
es deseable tener un alto porcentaje de células fluoresciendo, sobre todo en los experimentos de

microscopia; asi, puede hacerse el mayor nimero de determinaciones por campo.
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Tabla 9.2 Resultados de método de transfeccion propuestos

Observaciones

Método Plasmido Efic(io‘/?’)mia Viabilidad (%)
0
Lipidos gTemp 22.8 98 -
cationicos mito_gTemp 11.9 98 -
La eficiencia es alta, aunque no
gTemp 38 62 se observa adhesion de las

células

Electroporacion
La eficiencia es alta, aunque no
mito_gTemp 46 78 se observa adhesion de las
células

Se observa que las células tratadas por lipofeccién, alcanzaron una viabilidad de 98 % a 48 h post-
transfeccion; mientras que las células electroporadas mostraron una viabilidad por debajo de 80 %.
Este es un factor importante, debido a que una viabilidad elevada permite asegurar que la mayoria
de las células analizadas pueden reaccionar a los estimulos externos y se reduce la posibilidad de
tener artefactos en el andlisis de resultados. Ademas de esto, se observé que las células
electroporadas no se adherian a las superficies a pesar de cultivarse de forma estatica. La adhesién
es una caracteristica altamente deseable debido a que en los experimentos de microscopia se
buscaba adicionar desacopladores de la CTE. La adicién de un volumen de soluciéon de FCCP o PBS
a la placa podria generar un flujo que moviera a las células del campo de visién una vez que el

experimento iniciara.
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9.3.4 Caracterizacién de gTemp in vivo

Como un primer acercamiento, se realizaron los espectros de emision de células transfectadas que
fueron lavadas y resuspendidas en PBS. Como un control de autofluorescencia, se preparé una

suspension de células sin transfectar a la misma concentracion.

En la Figura 8.24 se muestran los espectros obtenidos para ambas transfecciones, gTemp (A) y
mito_gTemp (B). En ambos casos se observdé que la intensidad de fluorescencia de Sirius,
principalmente, decae con el aumento de la temperatura. Con esto se comprueba que, una vez

expresada la proteina, esta es capaz de responder a los cambios de la temperatura

Sin embargo, un aspecto que llama la atencion es la proporcion de intensidad de ambas proteinas.

A)
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Figura 9.17 Espectros de emision de células CHO-S expresando gTemp en citoplasma(A) y mitocondria (B). A 48 h post-
transfeccion las células se lavaron y resuspendieron en PBS. Se determinaron los espectros de emisién con excitacién a 360
nm. Se emple6 un espectrofluorimetro con control de temperatura y una celda de cuarzo de volumen reducido. La dilucién
del sensor se realizé en PBS filtrado.
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Al analizar el espectro de emision de la mezcla equimolar de Sirius y mT-Sapphire (Figura 8.18) se
tiene que la proporcion de las intensidades es de 1:2.5. Sin embargo, in vivo se observa que dicha
proporcion es distinta a la esperada, pues se encontraron valores de 1:1 y de 1:1.6. Este
comportamiento se repite en diferentes transfecciones, independientemente del sitio de expresiéon
(Figura 8.25).

Debido a las caracteristicas de rendimiento cuantico y el coeficiente de extincion molar (Tabla 9.3)
se esperaria que en una relacion equimolar, mT-Sapphire presentase una mayor intensidad, puesto
gue puede excitarse mas eficientemente y la proporcién de fotones que puede emitir respecto a la
cantidad con que se excita es mayor que Sirius. Por ello, las relaciones de intensidad encontradas
sugieren que in vivo, ocurre algun fendmeno por el que ambas proteinas no se encuentran en la

proporcion esperada.

Como se menciond anteriormente, la funcion del péptido T2A incluido en el vector de expresion, es
favorecer la transcripcion equimolar. Sin embargo, existen ciertos puntos a los que vale la pena

prestar atencion.

0.2
L)
T 018
£ 016
% 0.14
S 0.12 )
< ——Réplica 1 Réplica IFen 425nm | IFen 509 nm Razén de IF (509
g 0.1 ——Réplica 2 P (normalizada) | (normalizada) nm/425 nm)
S 0.08 _ in vitro 0323 0.980 3.029
= Réplica 3
o 0.06 1 0.133 0.181 1.355
k= 0.04 Replica 4 2 0.118 0.135 1.151
L)
2 3 0.105 0.074 0.707
b5 S0 4 0.077 0.070 0.910
£ o

390 440 490 540 590

Longitud de onda (nm)

T |
]
® 09
Tos
5’ 0.7 Réplica IFen 425nm | IFen 509 nm Razén de IF (509
= ié ——Réplica 1 P (normalizada) | (normalizada) nm/425 nm)
§ ——Réplica 2 in vitro 0.323 0.980 3.029
g0 o 1 0.323 0.293 0.909
5 04 P 2 0.273 0.278 1.018
<03 g : Réplica 4 3 0.424 0.747 1.761
3 S =2 A 4 0.496 0.994 2.004
s 0.2 4
% S
g ) \\\
QJ
£ o0

390 440 490 540 590

Longitud de onda (nm)

Figura 9.18 Espectros de emision de gTemp en transfecciones independientes en citoplasma (A) y mitocondrial (B).

56



Los péptidos 2A son secuencias de 18-22 aminoacidos, que en forma natural se encuentran en el
genoma de algunos virus (P2A Teschovirus porcino-2A; T2A, Thoseaasigna virus 2A; E2A, virus de
rinitis equina (ERAV) 2A; F2A, Foot-Mouth Disease Virus 2A). Estos, se ubican entre la secuencia

de dos proteinas independientes que se transcribe en un solo mRNA.

A través del reconocimiento de motivos especificos (D(V/)EXNPGP), se auto escinde entre la glicina
y prolina localizadas en el C-terminal. Pese a que existen algunos reportes que sugieren que la
estrategia es efectiva, también existen algunos otros en los que se propone que la relaciéon en que

se traducen ambas proteinas puede ser variable.

(Donnelly et al., 2001), realizaron un trabajo in vitro, en el que se encontré que puede llegar a
producirse un desequilibrio en la traduccién de las proteinas. Aquella secuencia que se encuentra
rio arriba del péptido 2A puede llegar a traducirse de 2 a 5 veces mas que la proteina que se
encuentra en el carboxilo terminal. Dicho argumento, ayudaria a explicar por qué mT-Sapphire que
se localiza rio abajo del linker T2A se encuentra en una proporcion mas baja que Sirius.Otra posible
explicacién es que una fraccion de mT-Sapphire no esté adquiriendo el plegamiento correcto y que
por lo tanto no emita sefial; o bien, que la maduracién de la proteina no se esté completando. Sin
embargo, el tltimo escenario pareceria menos probable, puesto que el tiempo de maduracion es de

157 min (FPbase, n.d.) y las determinaciones se realizan a las 48 h post-transfeccion.

Una forma de discernir lo que ocurre es determinar la cantidad de mRNA y la cantidad de proteina,
para Sirius y mT-Sapphire. De esa forma podria tenerse una idea mas certera de por qué se observan

relaciones proteina-proteina diferentes a la esperada.

Independientemente de la razén por la que ocurra este fendmeno, es necesario considerar que no
es posible realizar una Unica curva de calibracién; puesto que, al modificarse la proporcién de ambas

proteinas, las intensidades también tendran una razoén distinta entre las diferentes transfecciones.
9.4 Sistemas de captura de imagenes y calibracion

Para realizar las determinaciones de temperatura celular se montaron dos sistemas de captura de
imagenes. Uno de ellos es de captura independiente de las sefiales, mientras que con el segundo
sistema pueden registrarse ambas sefiales al unisono. Dicho sistema dual se describe en el Apéndice
11.2
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Para efectos de este trabajo, se empled la configuracion de captura de una sola sefal en los
experimentos de medicion de temperatura. Se seleccioné la emision de Sirius puesto que es la sefial

que presenta mayor sensibilidad al cambio de temperatura.

Aunqgue la expresion de gTemp permite realizar la determinacion por la razdn de las intensidades, en
un primer acercamiento se utilizé el descenso porcentual. Dicha variable es una herramienta util
puesto que es independiente de la concentracién de proteina, con la ventaja de que no se requiere

realizar calibraciones rutinarias.

Para poder realizar las determinaciones a través de la razén de intensidades se requiere emplear el
sistema de captura dual para asi observar el cambio en las intensidades en paralelo. En tal caso, se
requeririan realizar calibraciones en cada transfeccion dada la variabilidad observada

(Caracterizacion de gTemp ).

Aunque el descenso porcentual en la intensidad de fluorescencia en funcion de la temperatura ya se
habia caracterizado in vitro, es necesario determinarlo en las condiciones en las que se desarrolla el
experimento de medicién. Es necesario asegurar que se conoce el comportamiento en el ambiente
celular, considerando también el efecto que pueda tener la fuente de iluminacién del

microscopio.Para determinar el cambio de temperatura a través del descenso porcentual, se obtuvo
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Figura 9.19 Calibracion del descenso porcentual de la intensidad de fluorescencia de Sirius respecto a la temperatura. Las células se
resuspendieron en PBS y se colocaron en cubreobjetos circulares montado en una cAmara celular Attofluor. Se capturaron imagenes
en microscopio de epifluorescencia en diferentes campos, se us6 un LED de 360 nm como fuente de excitacion y se colecto la sefial
entre 395 nm-455 nm.
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la proporcién con que dicho parametro desciende. Para ello se determindé la intensidad emitida por

Sirius en distintos pools de células, a diferentes temperaturas.

Dada la variacion que pudiese existir respecto a la expresion, se empleé la mediana como medida

de tendencia central.

A través de la determinacion del coeficiente r?=0.87 se tiene, que el cambio en la temperatura explica
el descenso en la intensidad de fluorescencia en forma lineal. Por ello, a través del intervalo de
temperaturas estudiado y el descenso, se determind que la sefial de fluorescencia desciende 1.045
% de IF/°C.

9.5 Ensayos de adiciéon de FCCP(Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona)

Una de las desventajas de no realizar determinaciones a través de la razon de las intensidades, es
que no pueden lograrse determinaciones puntuales de temperatura, sino que solo puede
determinarse la magnitud del cambio. Por ello, una vez determinada la tasa de cambio con que
desciende la intensidad de fluorescencia, es posible determinar el cambio de temperatura que se

produce bajo ciertas condiciones en las células.

Para realizar determinaciones puntuales, existen 2 posibles estrategias dentro del contexto de este

trabajo.

La primera de ellas es emplear puntos de referencia en los que se hagan determinaciones en paralelo
en otro organelo o la membrana celular. En tal caso, seria necesario emplear fluoréforos cuyas
emisiones (longitud de onda) eviten la contaminacién entre canales y que permitan distinguir los
pixeles que reportan la sefial de uno u otro organelo; de lo contrario se podrian generar artefactos

en las mediciones.

En la segunda estrategia, usando gTemp se podria asignar un valor absoluto en el medio circundante
a la membrana celular. Para ello seria necesario elaborar una mezcla equimolar de proteina
purificada y realizar la determinacion a través de la razén de intensidades de ambas proteinas. Sin
embargo, dicha determinacién no se podria realizar en paralelo a la determinacion de temperatura
de citoplasma o mitocondria, puesto que no habria manera de distinguir los pixeles cuya sefial
proviene del medio o del interior de la célula, dificultando asi el analisis de las imagenes

(especificamente, la segmentacion). Ademdas, es necesario recordar que dado que estos

59



experimentos se realizan en microscopio de epifluorescencia, no es posible seleccionar la emisiéon

proveniente de un plano definido, sino que se captura la luz de todos los planos focales.

Para ambos casos se requiere un sistema de captura de diferentes sefales al unisono, tal como el
sistema de captura propuesto en el apartado: Sistema de captura de imagenes con divisor de
imagenes. Sin embargo, el alcance de este trabajo solamente empled el sistema de captura de una

sola senal.

Dentro de la literatura, una de las formas empleadas para conocer la temperatura que puede
alcanzarse al interior de las células es la adicion de FCCP. EI FCCP (carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona) es un ionéforo que transporta protones a través de la membrana
mitocondrial interna hacia la matriz. Al aumentar la permeabilidad de la membrana, se rompe el
gradiente electroquimico; por lo que, en el intento de restablecer la condicién inicial, los complejos
proteicos de la cadena transportadora de electrones bombean los protones hacia el exterior de la
matriz. Dado que este fendmeno esta acoplado a la reaccién de oxidacion de NADH, se espera un

aumento en la produccioén de calor y, por tanto en la temperatura.
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Figura 9.20 Respuesta de la intensidad de fluorescencia (%) de Sirius al desacoplar la OXPHOS. A 48 h post transfeccion las
células se resuspendieron en PBS y se colocaron en cubreobjetos circulares montados en una camara celular Attofluor. Se
capturaron videos en un microscopio de epifluorescencia con un LED de 360 nm como fuente de excitacion y se colecté la
sefial entre 395 nm-455 nm. Para desacoplar la OXPHOS se adicioné una solucion de FCCP después de 30 segundos de
iniciado el video, lalinea a los 0.5 min indica la adicion del FCCP. Los trazos representan la mediana de 43y 47 datos obtenidos
para mitocondria y citoplasma, respectivamente.

Como un primer acercamiento al estudio de la temperatura en células CHO, se realizé un ensayo en
el que se adicion6 FCCP a un cultivo de células que expresan gTemp, de tal forma que pueda
determinarse la magnitud del cambio cuando se desacoplala OXPHOS. En la Figura 8.27 se muestra

el comportamiento de la intensidad de fluorescencia en los timelapse.

La determinacion del descenso de la intensidad de fluorescencia como producto del fotoblanqueo es
relevante, debido a que nos permite conocer la magnitud del cambio debida Unicamente a dicha

variable y considerarla como un artificio que puede afectar al resultado final.

Tal como se observa en la Figura 8.27 las células que expresan gTemp en mitocondria, mostraron
un efecto practicamente idéntico al fotoblanqueo, de -4.7 % de IF después de 5 min. Sin embargo,
para las células con la expresion citoplasmética, después de 5 min se observa un decremento de la

intensidad de -11.95 % de IF lo que indica que en dichas células si existe una respuesta a la adicién
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Figura 9.21 Valor de descenso global de la intensidad de fluorescencia en mitocondria y citoplasma al desacoplar la
OXPHOS. Los datos presentados son los valores finales de los videos capturados. Se realizé un control de fotoblanqueo
de duracion equivalente a los experimentos (5 min) para considerar dicho efecto. Cada valor fuera de las cajas representan
células individuales con comportamiento distinto a la mediana.

Al considerar el descenso en la IF producido por el fotoblanqueo es posible corregir el dato obtenido
en las determinaciones para mitoconria y citoplasma (Tabla 9.7).

Tabla 9.3 Valores de descenso porcentual de la intensidad de fluorescencia corregidos

o Numero de células Descenso porcentual Descenso porcenual
Determinacion X
crudo (%) corregido
33
Fotoblanqueo 4.16 -
. 49
Citoplasma 11.95 7.79
. . 38
Mitocondria 4,72 0.55
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De esta forma, considerando la sensibilidad del sensor, de 1.045 %/°C, se tienen que el descenso
porcentual observado en citoplasma se traduce en un aumento de temperatura de 7.4°C. Tal dato
que se encuentra dentro de los valores de temperatura intracelular reportados con anterioridad (1-
12°C).

Respecto a las determinaciones mitocondriales, se observa que el efecto sobre la intensidad de
fluorescencia es de la misma magnitud que el producido por el fotoblanqueo, por lo que el cambio no

puede considerarse como una variacion en la temperatura en dicho organelo.

A pesar de que el tratamiento para todas las células fue el mismo se observa respuesta Unicamente
en citoplasma. Ya que se conoce el mecanismo de accién del FCCP, se asume que la energia que
genera el aumento de temperatura proviene de las mitocondrias, pues es ahi donde se generan las
reacciones exotérmicas que dan lugar a los cambios. Por ello, se podria pensar que la falta de
respuesta no se debe al tiempo de difusion, pues se asume que, para observar una respuesta en el

citoplasma, el FCCP debié lograr el desacople de la OXPHOS.

Las determinaciones aqui mostradas son un primer acercamiento al estudio de la temperatura
intracelular. Serd necesario realizar réplicas adicionales para corroborar la informacion obtenida,
puesto que aunque el aumento de temperatura observado en citoplasma se encuentra dentro de los
valores reportados, la evidencia experimental aln es limitada. Por lo anterior, ser4 necesario
complementar experimentalmente, ya sea a través de replicas de adicién de FCCP, pero sobre todo,
generar informacion con el sistema de captura de imagenes dual, en el que la captura de la sefial de

mT-Sapphire, fungira también como un control que permita descartar artefactos adicionales.
9.6 Aproximaciones teoricas para el célculo de la temperatura intracelular

Durante los ultimos 10 afios, se ha generado evidencia cientifica sobre la existencia de gradientes
de temperatura en los organelos de distintos tipos celulares. Debido a que este hecho podria tener
implicaciones importantes en como se ha concebido la biologia y los procesos celulares, diversos
autores se han dado a la tarea de analizar teéricamente, si dichos cambios son posibles y cuales son
las variables que podrian estar implicadas. Uno de los primeros analisis que se realizaron, fue el de
(Baffou et al., 2015), quien sugiri6 que las variaciones de temperatura registradas, no podian ser
explicadas como un efecto Gnico de la termogénesis celular. Para llegar a dicha conclusion, analizé

dos escenarios a través de la ecuacion de difusion de calor (1):
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AT = 2nkL

donde:

AT= incremento de temperatura, K
P= energia liberada por célula, W
k = conductividad térmica, Wm=k?
L= didmetro de la fuente de calor

En el primer escenario, se asume una célula de 10 um de diametro, con una conductividad térmica
igual a la del agua (1 Wm™k?) y una liberacién de energia de 100 pW, que fue determinada por micro
calorimetria (Baffou et al., 2014). Como resultado de este célculo, se encontré que el cambio en la
temperatura podria ser Gnicamente del orden de 10° K (equivalentes a °C). Dicho valor dio lugar a
“el problema de la brecha de 10", concepto que hace referencia a la incongruencia que existe entre

el célculo tedrico y la evidencia experimental.

El segundo escenario considera que los 100 pW se generan en alguno de los organelos y por lo
tanto, se reduce el diametro de la fuente de calor. Para ello consideraron 500 nm como el tamafo de
una mitocondria. Al emplear dicho valor, la brecha se reduce a 10* K, debido a que el cambio

Gnicamente es de un orden de magnitud en el tamafio de la fuente de calor.

Como parte de la discusion alrededor de este tema,(Baffou et al., 2015; Kiyonaka et al., 2015; Suzuki
et al., 2015), han elaborado contra argumentos para apoyar la existencia de los gradientes
intracelulares de temperatura. Dentro de las consideraciones que se han sefialado, es que debe
tomarse en cuenta, que 100 pW podria ser un valor poco representativo, puesto que existen reportes
de células que podrian liberar hasta 1600 nW (Suzuki et al. 2015). Sin embargo, dichos valores
corresponden a adipocitos marrones, que se sabe son células especializadas con funcién
termogénica. Este argumento apoya el hecho de que el metabolismo puede ser muy variable entre

lineas celulares y que dicha variacion deberia ser tomada en cuenta.

Otro de los argumentos que se han discutido es sobre el tamafio de las fuentes de generacién de
calor. En ese sentido, se ha sefialado que las mitocondrias son de tamafio variable, por lo que podria

asumirse un valor de entre 100 y 500 nm. Por otro lado, (Kiyonaka et al., 2015) sugieren que seria
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mas preciso considerar el tamafio de los complejos enzimaticos en donde se libera la energia, de tal

forma que se considerase un tamafo de 10-100nm.

Ademas del tamafio de la fuente de calor y de la energia liberada, la conductividad térmica es otro
factor que podria intervenir de forma importante en la generacion de gradientes de temperatura. En
este contexto, las bicapas funcionarian como un material de baja conductividad, que evitaria que el
calor difundiera a la velocidad que lo haria en ambientes acuosos. A partir de analisis teéricos y
computacionales, se habia estimado que la conductividad térmica de las bicapas lipidicas podia ser
de 2 a 6 veces mas pequefio que el ambiente acuoso; sin embargo, recientemente se determind
experimentalmente que el valor de k es de 0.2 Wmk*(Bastos et al., 2019), es decir, 5 veces menor
al del agua. Al realizar el célculo del cambio de temperatura, con k=0.2 Wm=k? y los valores mas
favorables para obtener un gradiente de temperatura (1.6 nW y 100 nm de didmetro), se obtiene un

AT de 102K, es decir, una décima de grado.

Como puede observarse, aun con las consideraciones sefialadas e incluso con la nueva evidencia
experimental, sigue existiendo una brecha entre las determinaciones experimentales de AT y los
célculos tedricos. Cabe destacar que hasta este punto solo se han considerado las reacciones del
metabolismo, puesto que el registro de la energia generada por micro calorimetria se realiza en
condiciones en las que solo interviene la actividad celular basal. Recientemente, fue publicado un
estudio que podria aportar informacién relevante para resolver algunas de estas incognitas.
(Rajagopal et al., 2019)), construyeron un termopar, que les permite realizar mediciones de
temperatura intracelular a través de cambios de voltaje. Estos autores encontraron que al desacoplar
la cadena transportadora de electrones con la molécula BAM15, se observa un aumento en la
temperatura que alcanzan hasta 7.5°C por arriba de la temperatura basal. No obstante, se reporta
que el cambio en la temperatura es transitorio, puesto que se observan dos fases de decaimiento:
una rapida en la que en el primer segundo se observa una disminucion de 4.8°C y una segunda fase
lenta de alrededor de 30 segundos. Ademas de proporcionar evidencia experimental que apoya la
existencia de cambios intracelulares de temperatura de mas de 1°C, este trabajo es sumamente
relevante, debido a que emplea un sensor que detectan sefiales distintas a las de fluorescencia. Esto
resulta oportuno puesto que uno de los argumentos en contra de las determinaciones hasta ahora
reportadas, es que en su mayoria utilizan sensores basados en sefiales de fluorescencia; por lo que
podrian verse afectadas por otras condiciones no consideradas y los resultados podrian interpretarse

errbneamente.
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10 Conclusiones

De la revision en la literatura, se seleccionaron 3 moléculas como posibles sensores de temperatura

intracelular.

De ellos, Mito Thermo Yellow no fue evaluado puesto que no se encuentra disponible de forma
comercial. Sin embargo, al mostrar un gran potencial, se propuso una ruta de sintesis organica que

permita evaluarla en trabajos posteriores evaluarla.

El polimero FDV-0005 fue descartado debido a que la internalizacion en células CHO-S Unicamente

se logré por electroporacion. Ademas, la distribucion no es homogénea y es aleatoria.

Finalmente, se propuso el sensor gTemp. Este mostré capacidad de respuesta in vivo e in vitro a los
cambios de temperatura, sin embargo, el perfil de intensidad parece no corresponder con expresion

equimolar.

Se propuso el decremento en la intensidad de fluorescencia como una alternativa a la razén. A través

de dicho pardametro se determiné el cambio de temperatura al desacoplar la OXPHOS.

Se encontré un aumento de temperatura de 7.4°C en citoplasma, mientras que a nivel mitocondrial

no se observaron cambios. Se requieren experimentos adicionales para corroborar las mediciones.

En este trabajo se realiz6 un acercamiento a la determinacion de temperatura intracelular, sin
embargo, se requiere ahondar en multiples aspectos que permitan robustecer y sustentar los analisis
y la informacién generada, tales como el o los sensores utilizados, el sistema de captura y los

métodos de transfeccion/marcaje.

Dado que la termometria intracelular es un rama de investigacion en crecimiento y dado sus
implicaciones es necesario estudiar el fendmeno desde aspectos basicos, como la actividad

enzimatica, la composicion de los organelos y/o andlisis tedricos.
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11 Perspectivas

Uno de los aspectos fundamentales para lograr entender la generacion de calor y las diferencias de
temperatura al interior de la célula, es conocer la temperatura en condiciones basales. Por ello,
realizar determinaciones puntuales es sumamente relevante. Aunque el alcance de este trabajo no
permitié realizar dichas mediciones, se sugiere emplear puntos de referencia como otros organelos
0 el medio circundante. Aunque se observdé que la expresion de gTemp es variable entre
transfecciones, una estrategia para realizar determinaciones puntuales es efectuar una calibracion
por cada transfeccion, de tal forma que se considere las condiciones especificas de cada
experimento. Para ello es necesario capturar imagenes con el sistema Optosplit para colectar ambas

sefiales en paralelo (Apéndice 11.2)

Otro aspecto clave para entender las diferencias de temperatura intracelular es determinar el papel
del metabolismo en la generacién de calor. En el contexto de este trabajo, se propone determinar si
existen diferencias de temperatura, particularmente entre mitocondrias y citoplasma de células CHO
con diferentes perfiles metabdlicos (lineas celulares modificadas); asi como evaluar el efecto de
crecer las células a diferentes velocidades de crecimiento, concentracion celular o al producir
proteinas recombinantes. Dicha informacién permitiria evaluar si la respuesta de temperatura

correlaciona con la actividad celular.

Respecto al sensor, se podria considerar hacer adecuaciones que permitan obtener una relacion
equimolar de ambas proteinas, como la generaciéon de formas quiméricas de Sirius y mT-Sapphire;

o bien la evaluacion de sensores adicionales de interés, como Mito Thermo Yellow.

Como se mencioné anteriormente, en la seccion 8.6 “Aproximaciones tedricas al calculo de la
temperatura intracelular”, uno de los argumentos que desestiman las determinaciones se relaciona
con la sefal de deteccidon empleada (fluorescencia), por lo que se propone realizar determinaciones

independientes a través del uso de sefiales alternas como el potencial de membrana.
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12 Apéndices

12.1 Ruta de sintesis de Mito Thermo Yellow

Mito Thermo Yellow es una sonda que se obtuvo a través de quimica combinatoria (Y. Ahn et al.,
2007; Y. H. Ahn et al.,, 2007). Dicha técnica permite sintetizar una bateria de moléculas que
comparten una estructura base, a la que se incorporan una variedad de sustituyentes. Al conjunto de

nuevas estructuras que se generan se les denomina libreria.

Dado que el comportamiento de cada molécula esta determinado por los &tomos presentes y su

disposicion en el espacio, en las librerias se diversifican las propiedades del compuesto precursor.

Durante la caracterizacion realizada por Ahn et al. (2017), se encontré que la molécula MTY funciona
como un sensor de temperatura. Se sugiere que la ausencia del grupo carboxilo en la posicion 2 del
fenilo, le confiere flexibilidad o libertad de rotacién; caracteristica fundamental que brinda a los

fluoréforos sensibilidad a la temperatura.

Debido a las caracteristicas mencionadas, MTY es un candidato relevante para efectos del presente
trabajo. Pese a que, por razones de tiempo, no se efectud la sintesis y evaluacién del compuesto, en
este apartado se reporta la ruta de sintesis orgénica y se proponen reacciones alternativas que
permiten adecuar el proceso para la obtencién de un solo producto final, en vez de la libreria
completa; asi como las sintesis de algunos precursores que no se encuentran ya disponibles de

manera comercial.

Dentro de la ruta de sintesis original (Figura 11.1), los autores proponen en la reaccion (e), el uso del
soporte solido cloruro de 2-clorotitrilo. Este tipo de resinas se emplean en sintesis organica en fase
sélida y son particularmente Gtiles en la generacion de librerias combinatorias. La incorporacion de
este soporte cumple dos funciones principales: la proteccién de la amina primaria del intermediario
(5) y facilitar la purificacién del producto. Sin embargo, para efectos de la sintesis de una sola

molécula objetivo (MTY), pueden emplearse métodos mucho mas accesibles y sencillos.
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Figura 12.1Ruta de sintesis organica de Mito Thermo Yellow
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Una estrategia alternativa para proteger aminas primarias es a través de la incorporacion de
dicarbonato de diterc-butilo (Boc.O) (9), como se muestra en la Figura 11.2. Esta reaccion (g)
sustituiria a la reaccion (e), por lo que después de la reaccién con la sal de Grignard (f), debe
realizarse la eliminacion el grupo protector, a través de un reflujo a 65 °C, en Tolueno, en presencia

de HCI, que daria como resultado el producto final (7)

HzM
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Figura 12.2 Proteccién de grupo amina en (5) por Boc20
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12.2 Sistema de captura de imagenes con divisor de imagenes

Para realizar la captura de imagenes en paralelo, se configuré un sistema compuesto por un
microscopio de epifluorescencia, acoplado a un divisor de imagenes Optosplit Cairn Il. Debido a que
la captura de dos regiones distintas del espectro es necesario emplear un objetivo 60 x Apocromaético,
que ayude a disminuir la aberracién cromatica. Dentro del divisor de imagenes, se requieren de la

presencia de 2 filtros y un espejo dicrdico que permita separar y filtrar las sefales (Figura 11.3).

Light In

-

Figura 12.3 Esquema del divisor de imagenes Optosplit Cairn Il

El espejo dicroico seleccionado fue el T470Lpxr, que permite el paso de longitudes de onda mayores
a 470 nm y refleja por debajo de esas longitudes de onda. Asi, pueden separarse las sefiales de
ambas proteinas. Para asegurar que no haya contaminacién de la sefial de cada una de las

proteinas, se emplearon 2 filtros:

-D425/60x. Permite la captura de sefiales que se sitlan entre 355 nm-455 nm; es decir, permite

capturar la longitud de méaxima emision de Sirius.

-HQ560/50M. Permite la captura de sefales entre 535 nm-585 nm. Para mT-Sapphire se selecciono

la porcién final del espectro, en vez de las longitudes de onda cercanas al maximo de emision.

Esta decisién se tomé dado que en las condiciones seleccionadas de captura para obtener relaciones

sefial-ruido para Sirius adecuadas, la sefial de mT-Sapphire se sobreexpone en las imagenes, si se
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captura la maxima emision. Asi, que al emplear un filtro que permita capturar una zona de menor

intensidad de emision, se logra obtener sefiales adecuadas para ambas proteinas (Figura 11.4).

Sirius mT-Sapphire

D425/60x HQ560/50M

=

o
(0]
Dicroico: T470lpxr

o
o

o
N

o
N

380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
Longitud de onda (nm)

0

Intensidad de Fluorescencia (Normalizada)

Figura 12.4 Separacion y filtracion de las sefiale de Sirius y mT-Sapphire en el sistema dual de captura de imagenes. Cor
la linea negra se indica la division de ambas sefiales a través del espejo dicroico seleccionado; con lineas azules la porcién
del espectro de Sirus y en lineas amarillas, la porcion del espectro de mT-Sapphire
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12.3 Optimizacién de las condiciones de electroporacién

Aunque en primera instancia la lipofeccion resulta una mejor opcién (Tabla 9.6), se buscé optimizar
un protocolo de electroporacién como una alternativa para obtener mejores resultados que el

protocolo inicialmente propuesto.

Pese a que el proceso en si afecta en forma importante a la viabilidad y la adhesion, es posible

adecuar el protocolo para mejorar ambas caracteristicas, sin perder eficiencia.

El protocolo de electroporacion rutinario dentro del laboratorio para células CHO-S es 280 V / 800
WF. Adicionalmente se contaba con un protocolo de referencia de 160 V /15 ms, que se indica como
un protocolo para células de mamifero. Ambas condiciones se emplearon como referencia para
proponer las condiciones alternativas. Se modifico el medio de electroporacion y la duracion del pulso
a través del voltaje. Todas las pruebas se realizaron con el plasmido mito_gTemp, para poder

comparar los resultados.

Se habia observado que el protocolo a 280 V / 800 uF permitia obtener eficiencias altas, pero
provocaba efectos no deseados (baja viabilidad y problemas de adhesion). Sin embargo, al modificar
las condiciones a 160 V /15 ms, se observé una eficiencia de transfeccion nula. Esto indicaba, que

un campo eléctrico bajo, tampoco es benéfico pues se pierde la eficiencia del proceso.

Con base en lo anterior, se programaron condiciones en las que se mantuviera el campo eléctrico.
Asi, la capacitancia se mantuvo constante y se emple6 voltaje de 200 y 240 V. Como consecuencia,

al disminuir el voltaje, el tiempo del pulso se alarga.

Por otro lado, se decidi6 evaluar el medio de electroporacion puesto que, de acuerdo con la literatura,
la composicién del medio puede tener un efecto importante sobre la eficiencia del proceso y el estado
celular. Las condiciones propuestas se probaron en el medio CD-CHO, que es el de uso rutinario y
en PBS. De los resultados obtenidos para las diferentes condiciones de voltaje, se observa que la
adhesion se recupera y la viabilidad mejora de forma importante, pues se alcanzan valores cercanos
al 100 % en todas las pruebas (Tabla 12.1). Al evaluar el efecto del medio, se observa que la
eficiencia es mas alta en las células electroporadas en el medio CD-CHO, por lo que el PBS fue

descartado.

Finalmente, se seleccion6 la condicion de 240 V / 800 uF, puesto que se obtiene la eficiencia mas

alta, en la que ademas se obtiene viabilidad alta y adhesion celular.
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Al realizar un balance del costo y el beneficio entre los métodos de lipofeccion y electroporacion, el
nuevo protocolo retne todas las caracteristicas deseables a un bajo costo. Por ello, se propone que
en futuros experimentos con el sistema de captura de imagenes dual, se empleen células

transfectadas con el protocolo aqui reportado.

Tabla 12.1 Seleccion de condiciones de electroporacién de células CHOS-S.

Condiciones Condiciones Viabilidad Eficiencia Observaciones
programadas observadas (%) (%)
Voltaje Capacitancia Voltaje Tiempo
(V) (LF) (V) (ms)
280 800 275 17.2 78 46 Protocolo de referencia/
sin adhesioén
Protocolo
160 i i 15 9 0 precargado/adhesion
200 800 198 17.4 98 27.7 CD CHO /adhesion
240 800 236 16 98 51 CD CHO/adhesion
200 800 199 14.8 97 7 PBS /adhesién
240 800 235 12 95 22.4 PBS /adhesién
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