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Resumen de avances del PDI

El ajolote (Ambystoma mexicanum) es una salamandra endémica de la regién lacustre de
Xochimilco-Tlahuac, en la Ciudad de México y se encuentra en peligro de extincion. Este
organismo posee la notable capacidad de regenerar tejidos y gran parte de sus érganos a lo
largo de casi toda su vida, aunque esta capacidad disminuye con la edad. Uno de los
principales intereses de nuestro grupo de trabajo es realizar un estudio multi-émico
comparativo de los procesos moleculares y epigenéticos involucrados en la regeneracion de
las extremidades inferiores, analizando ajolotes jovenes (<1 afio) versus ajolotes viejos (>8
anos). En particular, durante la primera etapa de este proyecto, nos centramos en la
caracterizacion del transcriptoma mediante secuenciacion de ARN en ajolotes de dos edades
(8 meses y 8 anos), asi como en el analisis del blastema generado tras la amputacion de la
extremidad inferior en ajolotes de 8 meses. A partir de este analisis, identificamos cuatro
genes: FSTL1, ADAMTS17, GPX7 y CTHRC1, con expresion diferencial entre la extremidad
amputada y el blastema regenerado. Ademas, mediante un analisis de ontologia génica,
establecimos redes de coexpresion que nos han permitido identificar un conjunto de genes
asociados con la regeneracion. Hasta ahora, generamos un interactoma predicho y
realizamos una anotacion de ontologia génica para el proteoma del ajolote, lo que nos ha



permitido comenzar a evaluar la funcionalidad y presencia de proteinas clave codificadas por
los genes FSTL1, ADAMTS17, GPX7 y CTHRC1. Adicionalmente, describimos que la
expresion de estos genes clave en la regeneracion es significativamente menor en la
extremidad de los organismos de 8 afios en comparacion con los de 8 meses.

Avances del PDI en el periodo 2023-2024.

El informe final del PDI se elabora de acuerdo con los resultados obtenidos durante los afios
2023 y 2024. Cabe sefalar que este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion (CEl) de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco
(CEI.2023.007). La toma de muestras bioldgicas se realizé con ajolotes pertenecientes a la
colonia de A. mexicanum mantenida en la Unidad de Manejo Ambiental (UMA) del Centro de
Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC) perteneciente a la UAM-
Xochimilco, bajo los procedimientos establecidos en el CIBAC (Registro DGVS-CR-IN-0952-
DF/07) y conforme a la Ley General de Vida Silvestre.

Caracterizacion mediante secuenciaciones de alto rendimiento de RNA (RNA-seq),
después de inducir una amputacion de los metacarpos de las extremidades inferiores
de A. mexicanum de 8 meses y 8 afios de edad, respectivamente.

Con el objetivo de caracterizar el transcriptoma mediante secuenciaciéon de ARN de alto
rendimiento (RNA-seq) tras inducir una amputacion en los metacarpos de las extremidades
inferiores de A. mexicanum de 8 meses y 8 afios de edad, se tomaron muestras de las
extremidades inferiores de ajolotes de ambas edades, asi como del blastema generado 10
dias después de la amputacion (10 dpa). Esta ultima muestra se obtuvo unicamente de los
organismos de 8 meses, ya que los ajolotes de 8 afios no generaron blastema.

Algunas de las muestras biologicas se preservaron en RNA-later para evaluar la calidad del
ARN mediante analisis con TapeStation y Qubit. Este procedimiento se realizé siguiendo un
protocolo previamente estandarizado para la extraccién de acidos nucleicos. La toma de
muestras incluyo tanto las extremidades inferiores de ajolotes juveniles como los blastemas
generados 10 dias después de la amputacién (dpa) de la extremidad. Ademas, se obtuvo
material biolégico de las extremidades de un ajolote de mas de ocho afios de edad (Figura
1A). Este primer material sirvié para establecer los protocolos adecuados de extraccion de
acidos nucleicos en este modelo de estudio, asi como para realizar las primeras
secuenciaciones de RNA-seq. El disefio experimental completo se detalla en la tabla de la
Figura 1B.

A partir de todo el material bioldgico recolectado, se extrajo ARN utilizando el protocolo de
Pefa-Llopis y Brugarolas (Pefia y Brugarolas, 2013). El niumero de integracion del ARN (RIN),
un valor que permite determinar si la muestra cumple con los estandares necesarios para
secuenciacion de alto rendimiento (RNA-seq), se evalud con el sistema TapeStation 2200.
Las muestras que no alcanzaron un valor minimo de RIN de 8 fueron reextraidas y
reevaluadas (Figura 1C). Con base en los analisis de calidad obtenidos mediante TapeStation
y Qubit, el material bioldgico fue preparado para secuenciacion de alto rendimiento (RNA-
seq) y enviado a la compafia CD Genomics (https://www.cd-genomics.com/).
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Analisis bioinformatico del grupo de genes diferencialmente expresados, en la
extremidad inferior y en el blastema generado tanto en los ajolotes de 8 meses y 8 aios,
respectivamente.

Para cumplir este objetivo, evaluamos el transcriptoma del blastema formado a los 10 dpa en
ajolotes de 8 meses de edad, en comparacion con la extremidad de ajolotes de 8 afios que
no formaron blastema ni regeneraron la extremidad (Figura 2A). En los organismos jovenes,
encontramos 2,673 genes que estaban diferencialmente expresados (DEG) en el blastema a
los 10 dpa, en comparacién con la extremidad intacta. Al comparar los genes DEG del
blastema a los 10 dpa con los DEG identificados en blastemas proximales y distales formados
a partir de la amputacién de otras regiones de la extremidad, se encontraron 1,251 DEG
comunes entre las distintas condiciones (Figura 2B).
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B) Graficos de volcan de genes diferencialmente expresados (DEG). El panel izquierdo muestra la comparacion entre el
blastema y las extremidades de control (ajolotes juveniles). El panel central muestra el blastema distal comparado con la
mano. El panel derecho muestra el blastema proximal comparado con el brazo superior. Los puntos rojos representan genes
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< 0.05y log2( Fold Change) > 1). C) Diagrama de Venn de la interseccién entre DEG para blastema vs. control, blastema distal
vs. mano, y blastema proximal vs. humero. El panel izquierdo muestra el mapa de calor para los 1,277 genes en la interseccion
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A partir de los resultados previamente descritos y considerando que la capacidad de
regeneracion tisular en A, mexicanum disminuye con la edad, realizamos una comparacion
entre los genes diferencialmente expresados (DEG) en el blastema a los 10 dias post-
amputacion (dpa) de ajolotes de 8 meses de edad y los DEG de la extremidad de ajolotes de
8 afnos. Este analisis comparativo permitié identificar 26 DEG comunes entre ambas
condiciones, de los cuales destacan cuatro genes estrechamente asociados con procesos de
regeneracion: FSTL1, ADAMTS17, GPX7 y CTHRC1. Estos genes presentaron altos niveles
de expresion en el tejido en regeneracion, mientras que se encontraron subexpresados en los
ajolotes de 8 afios.

Dado que la capacidad regenerativa disminuye con la edad en A. mexicanum, proponemos
que estos cuatro genes podrian desempenfar un papel clave en la regulacion del proceso de
regeneracion de extremidades en esta especie. Posteriormente, con el objetivo de evaluar la
posible funciéon de los DEG y determinar sus redes de interaccion, se realizé un analisis de
ontologia génica (GO). Para ello, se construyé una red basada en los términos de GO,
utilizando diez términos mas representativos de la figura 3, con el fin de proporcionar una
visualizacién mas completa de los genes involucrados en el proceso de regeneracion. La
mayoria de los genes se agruparon en el término relacionado con el desarrollo de estructuras
anatdmicas y una proporcion significativa de estos mostré una regulacion a la baja en el
blastema en comparacién con el tejido control. Por otro lado, se observé una sobreexpresion
de genes asociados con la via Wnt, como WNT5A y WNT5B, asi como de varias
metaloproteinasas, incluyendo ADAMTS17, ADAM8, MMP19, MMP11 y MMP13, las cuales



también se vinculan con el término "organizacion de estructuras extracelulares" (Figura 3).
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Figura 3. Los 20 principales procesos biologicos de la ontologia de genes (Gene Ontology; GO). Se muestra la relacién
de todos los DEG anteriormente vistos en la interseccion del diagrama de Venn (1,134 genes), los genes expresados a la baja
(886 genes) o los genes sobreexpresados (248 genes). El tamafio de la barra corresponde al numero de genes asociados con
el término GO significativo. El color de las barras representa el log10 (valor p) del término.

Con el objetivo de predecir la estructura tridimensional y los dominios conservados de
proteinas con potencial funcion en la regeneracion tisular de A. mexicanum, realizamos un
analisis detallado basado en los cuatro genes identificados como posibles reguladores del
proceso regenerativo: FSTL1, ADAMTS17, GPX7 y CTHRC1. Estos genes mostraron una
mayor expresion en el tejido en regeneracion de los organismos de 8 meses, en comparacion
con los ajolotes de 8 afios de edad. El analisis incluyo la prediccidn estructural y un estudio
de homologia, lo que permitié identificar dominios conservados y evaluar su posible funcion
biolégica. Los resultados indicaron que estas proteinas estan altamente conservadas entre
vertebrados, lo que sugiere que podrian desempefar funciones clave en procesos de
desarrollo y regeneracion tisular (Figura 4).
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A partir del analisis realizado, encontramos que la proteina ADAMTS17 de A. mexicanum
presenta varios dominios conservados, incluyendo un dominio catalitico caracteristico de la
familia de metaloproteasas ADAMTS, con el motivo de consenso de unién al zinc
HExxHxxGxxH, correspondiente al sitio catalitico 51, tipico de esta familia [52—-54]. Ademas,
contiene un propéptido de la familia reprolisina, dos regiones ricas en cisteina y varios motivos
TSP-1. La comparacion con la estructura cristalografica de la proteina ADAMTS5 humana
[55], perteneciente a la misma familia, mostré que los residuos cataliticos estan presentes en



ADAMTS17 del ajolote y que la secuencia circundante esta conservada, lo que sugiere que
esta proteina podria ser cataliticamente activa (Figura 5A).

En el caso de FSTL1, se identificaron dos dominios principales, uno relacionado con un
inhibidor de proteasa tipo Kazaly otro correspondiente a un dominio EF-hand. El analisis de
conservacion realizado con el programa ConSurf revelé que FSTL1 de A. mexicanum esta
altamente conservado. Es particularmente notable la presencia de un conjunto de enlaces
disulfuro con alta conservacion, junto con el dominio Kazal, que en conjunto constituyen el
dominio folistatina-like 1 (Fstl1-FK) (Figura 5B).

En cuanto a GPX7, se observd que contiene un unico dominio tipo tioredoxina. No obstante,
los analisis estructurales indicaron que tanto el sitio catalitico como los residuos clave de la
proteina estan conservados en A. mexicanum. La comparacion entre el sitio catalitico de
GPX7 de Homo sapiens y la estructura predicha de GPX7 en ajolote mostro la presencia de
los residuos W164, C79 y Q114, esenciales para su actividad enzimatica (Figura 5C).
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Figura 5. Representacion esquematica de las estructuras
predichas con AlphaFold2 y el analisis de conservacion se
realizé utilizando el servidor ConSurf. a) Resumen de
dominios y estructura predicha del dominio catalitico de A.
mexicanum ADAMTS17. Los residuos estan coloreados de
vvvvvvv < acuerdo con su grado de conservacion. El recuadro muestra la
alineacion estructural de los sitios cataliticos de A. mexicanum
ADAMTS17 y H. sapiens ADAMTS5 (PDB: 2RJQ, verde). La
barra indica la confianza por residuo (pLDDT) para los modelos
de AlphaFold. b) Dominios predichos y estructura de A.
mexicanum FSTL1. Los residuos estan coloreados de acuerdo
con su grado de conservaciéon. El recuadro muestra la
conservacion de los enlaces de cisteina necesarios para el
plegamiento de FSTL1. La barra de colores representa la
confianza por residuo (pLDDT) para el modelo de AlphaFold.
c) Resumen de dominios y estructura predicha del dominio
catalitico de A. mexicanum GPX7. Los residuos estan
coloreados segun su grado de conservacion. El recuadro
muestra la alineacion estructural de los sitios cataliticos de A.
mexicanum GPX7 y H. sapiens GPX7 (PDB: 2P31, verde). La
barra de colores representa la confianza por residuo (pLDDT)
para el modelo de AlphaFold.

Otras actividades desarrolladas durante la segunda etapa del PDI

Para complementar los resultados obtenidos durante la segunda etapa del PDI, se llevaron a
cabo algunas actividades experimentales que también formaron parte del proyecto de
investigacion de Maestria de la alumna Jossephlyn Hernandez Alcantara, inscrita en el
Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria (PCNI). Dicho proyecto, titulado “Evaluacion
transcripcional de Adamts17 en el proceso de regeneracion tisular de Ambystoma



mexicanum”, se detalla a continuacion.

Validacion de los genes propuestos y obtenidos en la primera parte del proyecto.
Extraccion de ARN y disefio de oligonucleétidos sintéticos para PCR cuantitativa
(qPCR).

Para iniciar la validacion de los genes propuestos en la primera parte del proyecto, se extrajo
ARN a partir de muestras de tejido obtenidas tanto de organismos de 8 meses como de 8
afos de edad, utilizando el reactivo Trizol. Posteriormente, se evalud la calidad del ARN
mediante la medicion del numero de integridad del ARN (RNA Integrity Number, RIN)
utilizando el sistema Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies) (Figura 6). Este sistema
emplea electroforesis para determinar la proporcion de ARN ribosémico 18S y 28S presente
en cada muestra, a medida que el ARN se degrada, disminuye la abundancia relativa de estos
ribosomas y en consecuencia, el valor de RIN.

Los valores de RIN cercanos a 1 indican un alto grado de degradacién del ARN, mientras que
valores entre 8 y 10 reflejan una integridad adecuada para aplicaciones sensibles. EI ARN
obtenido de los tejidos de la extremidad y del blastema a los 10 y 20 dpa mostré una calidad
satisfactoria, adecuada para su posterior uso en analisis transcriptdomicos.
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A partir de 200 ng de ARN, se
generd ADN complementario (ADNc) mediante una reaccién de retrotranscripcion con oligos
aleatorios, siguiendo el protocolo del kit GeneAmp® RNA PCR Core. EI ADNc obtenido se
utilizé para evaluar la expresion de los genes FSTL1, ADAMTS17, GPX7 y CTHRC1 en
muestras de las extremidades de A. mexicanum de 8 meses y 8 afios, asi como en blastemas
recolectados a los 10 y 20 dpa, mediante RT-gPCR cuantitativa. Para los ensayos de qPCR,
se disefaron oligonucledtidos sintéticos especificos para cada gen de interés, utilizando la
herramienta Primer3 (https://primer3.ut.ee/). El disefio fue a partir de las secuencias
codificantes de los genes obtenidos del portal www.genome.axolotl-omics.org. En su disefio
se consideraron los siguientes parametros, longitud minima de 18 pb y maxima de 20 pb,
complementariedad con la region 3' del CDS, inicio de la secuencia con una base rica en GC,
tamafo del amplicon (<170 pb) y especificidad para el gen de interés. La especificidad de los
oligonucledtidos fue confirmada mediante alineamientos globales contra las CDS respectivas
utiizando la herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), con el fin de
garantizar la ausencia de amplificaciones inespecificas. Los oligonucleétidos seleccionados
para cada gen, junto con sus caracteristicas, se detallan en la Tabla 1. Estos parametros
garantizaron la fiabilidad de los ensayos de qPCR para una cuantificacion precisa de la
expresion génica en las diferentes condiciones experimentales.

Tabla 1. Oligonucleoétidos sintéticos empleados para los ensayos de RT-qPCR


https://primer3.ut.ee/
http://www.genome.axolotl-omics.org/

Gen Oligonucleotidos Secuencia Tm Amplicon ID del gen
(5= 3) ({9) esperado
(pb)
Adamts17.1 | Forward CTGCTCTGACCTACAAGTGC
AMEX60DD2010035
60 130 171
Reverse TTGGCATAAAAGTCTCGGCA
ACGAGACAGCCATCAACAT 60 117
Fstll c
Forward
AMEX60DD2010469
431
TCAGCTTCCAGTCTGCATT
Reverse C
CCTTCCCCATGTTCAGCAA 60 140
Gpx7 A
Forward
AMEX60DD3010196
07.1
GTTCTCCACCTTTCCATCGG
Reverse
GCCTCGAGTTCAATTCCAC 60 90
Cthrel.l T
Forward AMEX60DD3010402
531
CCACGTCCACTAAACCAGA
Reverse G
Gapdh F d GCTGCCTCCTATGACGAAAT
P orwan s |sa AMEX60DD2010268
TTCCTCGGTGTATCCCAGAA 591
Reverse

Obtenciéon de
formaldehido.

La abundancia de la proteina ADAMTS17.1 se evalud en el blastema y la extremidad de A.
mexicanum de 8 afos, tras seleccionar y estandarizar el anticuerpo anti-ADAMTS17.1
mediante Western blot e inmunohistoquimica en diferentes tejidos y lineas celulares. El
anticuerpo elegido (anti-ADAMTS17 Q12, Santa Cruz, sc-100480) mostré un 70% de
identidad con la proteina de A. mexicanum, determinada mediante alineamientos globales con

Blastp (Figura 7).

los cortes

de

las muestras de A. mexicanum conservadas en
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. pid 10 . . . . : . . . . 1 . . 120
A.mexicanum 199, 0% MLDYGF~----—-QRLLLLA--L-~LSHATAAESELELVLPQEVGPENIPLL-~LGWRGR-LRRGHRSP--~HSGKASSDPLYVHLEASGRDLYMRLQQSLQFLAPGFVVDEKGPLGDVIV
Humano 70.9% MCDGALLPPLVLPVLLLLVWGLDPGTAVGDAAADVEVVLPWRVRPDDVHLPPLPAAPGPRRRRRPRTPPAAPRARPGERALLLHLPAFGRDLYLQLRRDLRFLSRGFEVEEAGAARR-~~

) pid 121 . . : . . . . 2 . . . . 240
A. mexicanum 100.0% EQTTFNQSCYYTGRVLNHNDSFASLSTCG--~GLTGYIQMGDLQMQIQPANNSQESFSGREHYIRRRRSSVPSPGAPAQSARPHCQVVSAKKKAMGVDSAKDWRGRRNAIRPDSEYTVET
Humano 70.9% ~RGRPAELCFYSGRVLGHPGSLVSLSACGAAGGLVGLIQLGQEQVLIQPLNNSQGPFSGREHLIRRKWSLTPSPSAEAQRPEQLCKVLTEKKKPTWGRPSRDWRERRNAIRLTSEHTVET

) pid 241 : . . . . 3 . . . . : . 360
A.mexicanum  100.0% LVVADSDMVQYHGAEAAQRFILTVMNMVYNMFQHQSLGLRVNIQUTKLVLLRQRPAKLSIGHHGERSLESF CHWQNEEYGGTNYLGNNQUPGGKDDAPPVDAAVFMTRTDFCVHKDMPCD
Humano 70.9% LVVADADMVQYHGAEAAQRFILTVMNMVYNMFQHQSLGIKINIQUTKLVLLRQRPAKLSIGHHGERSLESF CHWONEEYGGARYLGNNQUPGGKDDPPLVDAAVFVTRTDFCVHKDEPCD

pid 361 . . . 4 . . . . H . . . 480
A.mexicanum  100.0% TV GIAYLGGVCSAKRKCVLAEDNGLNLAFTIAHELGHNLGMSHDDDHTACAGRSHIMSGEWVKGRNPSDLSWSTCS
Humano 70.9% TVVPPAPFDVREGPGSPPWWCLGRELPEANGSQRVIPDHSISKTWEGIAYLGGVCSAKRKCVLAEDNGLNLAFTIAHELGHNL SSCAGRSHIMSGEY SDLSWSSCS

pid 481 . 5 . . . . : . . . . 6 600
A. mexicanum 100.0% RDELEHFLKSKVSSCVLVTDPRSRHAVRLPHKLPGMHYSADEQCQILFGSNATFCKNMEHLMCAGLWCLVEGDASCKTKLDPPLDGTECGADKWCRAGECVSKTPIPEHVDGDWSAWSPW
Humano 70.9% RDDLENFLKSKVSTCLLVTDPRSQHTVRLPHKLPGMHYSANEQCQILFGMNATFCRNMEHLMCAGLWCLVEGDTSCKTKLDPPLDGTECGADKWCRAGECVSKTPIPEHVDGDWSPWGAW

) pid 601 . . . . : . . . . 7 . . 720
A.mexicanum 199, g% SMCSRTCGTGVRFRQRKCDHPPPGPGGKNCPGPSVEHAVCEHPHCPKETSSFRDHQCHTHDRTTHRKKSLLTAVMVDDRPCELFCTPLGKEAPFLAADRVLDGTPCGPYETDLCVHGKCQ
Humano 70.9% SMCSRTCGTGARFRQRKCDNPPPGPGGTHCPGASVEHAVCENLPCPKGLPSFRDQQCQAHDRLSPKKKGLLTAVVVDDKPCELYCSPLGKESPLLVADRVLDGTPCGPYETDLCVHGKCQ
A mexicanum pid 721 . . : . . . . 8 . . . . 840
Humano 100.0% RIGCDGIIGSAAREDRCGICNGDGRTCKVVKGDFNHTKGTGYTIEATVIPAGARRIRVVEDKPAHSFLALKDSSKKSINSDWKIELPGEFQIAGTTVRYVRRGLWEKISAKGPTKTPLHLM

70.9% KIGCDGIIGSAAKEDRCGVCSGDGKTCHLVKGDFSHARGTGYIEAAVIPAGARRIRVVEDKPAHSFLALKDSGKGSINSDWKIELPGEFQIAGTTVRYVRRGLWEKISAKGPTKLPLHLM

) pid 841 : . . . . 9 . . . . : . 960
A.mexicanum 199 gy, VLLFHDQNYGIHYEYTISVNLAEELPREPEKQREPLYLWTHSGWEGCSVQCGGGERRT TLSCSQMVNKTMVVVNESDCQHTARPQPQURRCNIHPCQSRWLIGHWSTCSSTCDKGLQYRE
Humano 70.9% VLLFHDQDYGIHYEYTVPVNRTAENQSEPEKPQDSLFIWTHSGWEGCSVQCGGGERRTIVSCTRIVNKTTTLVNDSDCPQASRPEPQURRCNLHPCQSRWVAGPWSPCSATCEKGFQHRE

) pid 961 . . . ] . . . . : . . . 1080
A.mexicanum 19, o5 VSCIYQLQNGTYVTTRDVFCIGPKPAPVQGCDGQDCRSIWEASEWSQCSADCGRGTKRRTVSCTNSQGKCDAATRPHEVEECEDHTACYEWKTGDWSKCSATCGKGLQSRVVQCMHQUTG
Humano 70.9% VTCVYQLQNGTHVATRPLYCPGPRPAAVQSCEGQDCLSIWEASEWSQCSASCGKGVWKRTVACTNSQGKCDASTRPRAEEACEDYSGCYEWKTGDWSTCSSTCGKGLQSRVVQCMHKVTG

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

Figura 7. Imagen obtenida que muestra el alineamiento del inmunégeno del anticuerpo anti-ADAMTS17 Q12 con la
proteina de ADAMTS17.1 de A. mexicanum. Del lado izquierdo se indica el porcentaje de identidad (pid) entre la secuencia de
residuos de aminoacidos de A. mexicanum y del inmunogeno.

Inmunohistoquimica para detectar la abundancia de la proteina ADAMTS-17

La estandarizacion del anticuerpo anti-ADAMTS17 mediante inmunohistoquimica se realizo
en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) bajo la supervision del Dr. Carlo César
Cortés Gonzalez. Este método empled tejido hepatico de A. mexicanum y H. sapiens,
seleccionado por su alta expresion del gen ADAMTS-17 segun Protein Atlas. Los tejidos,
embebidos en parafina, se cortaron en secciones de 5 um y se procesaron en el equipo
automatizado BenchMark GX (Roche). El procedimiento incluyéd LA desparafinacion,
recuperacion antigénica, inhibicion de peroxidasas, incubacion con anticuerpos primarios
(anti-Adamts17.1 y B-actina), secundarios y revelado con EL cromégeno diaminobencidina
(DAB). Finalmente, los nucleos se tifieron con hematoxilina y se estabilizé el color con
carbonato de litio. Las muestras fueron analizadas con el microscopio AxioScan Z1 (ZEISS)
del INCAN (Figura 8).
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Figura 8. Micrografias de inmunohistoquimica para
la evaluacion de la presencia de la proteina
ADMTS17 en el tejido de higado de humano y de A.
mexicanum. a) y d) Control negativo, donde el
anticuerpo primario no se incluyé. b) y d)
Enriquecimiento de B-actina. c) y f) Enriquecimiento de
Adamts17.

LISLWVQAY

Evaluacion de la expresion de los genes ADAMTS 17.1, FSTL1, GPX7 y CTHRC 1.l en
blastemas formados a los 10 y 20 dpa durante la regeneracion de la extremidad de A.
mexicanum de 8 meses de edad.

Para analizar los cambios en la expresion de los genes ADAMTS17.1, FSTL1, GPX7 y
CTHRC1.I durante la regeneracion, nos centramos en el periodo de 9 a 24 dpa, cuando el
blastema presenta la mayor cantidad de cambios transcripcionales. La evaluacién de la
expresion de estos genes se realizd en blastemas a los 10 y 20 dpa en las extremidades de
organismos de 8 meses de edad, mediante RT-gPCR, utilizando como referencia la
extremidad intacta, que represento la condicion basal sin cambios esperados en la expresion
génica. A los 10 dpa, la expresion de ADAMTS17.1 fue significativamente mayor, mientras
que FSTL1 y GPX7 mostraron una expresion significativamente menor, sin cambios
significativos en CTHRC1.l. A los 20 dpa, ADAMTS17.1, FSTL1, GPX7 y CTHRC1.]
presentaron una expresion significativamente menor, aunque GPX7 mostré una tendencia a
la baja que no fue estadisticamente significativa (Figura 9).

Evaluacion de la expresion de los genes ADAMTS17.1, FSTL1, GPX7 y CTHRC1.l en la
extremidad de A. mexicanum de 8 meses y 8 afos de edad

Por otro lado, el andlisis de la expresion basal de ADAMTS17.1, FSTL1, GPX7 y CTHRC1./
en las extremidades de organismos de 8 meses frente a 8 aflos mostré que, mientras en los
organismos jovenes no se observaron cambios, la expresion de estos genes fue
significativamente menor en los organismos de 8 afios (Figura 9). Ademas, observamos que
la expresion de FSTL1, GPX7 y CTHRC1.I fue significativamente menor en la extremidad de
los ajolotes de 8 afios en comparacion con el blastema a los 10 y 20 dpa de los organismos
jovenes. La expresion de ADAMTS17.1 también fue menor en la extremidad de los ajolotes
envejecidos en comparacion con el blastema a los 20 dpa (Figura 9).
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Evaluacion de la expresiéon de los genes ADAMTS 17.1, FSTL1, GPX7y CTHRC
1./ en la extremidad de A. mexicanum de 8 meses y 8 ainos de edad

Por otro lado, el analisis de la expresion basal de ADAMTS17.1, FSTL1, GPX7y CTHRC1.1
en la extremidad de organismos de 8 meses versus 8 afios mostrd que, mientras que en los
organismos de 8 meses no hay cambios, la expresion de estos genes es significativamente
menor en los de 8 afos (Figura 9). Ademas, observamos que la expresiéon de FSTL1, GPX7
y CTHRC1.! es significativamente menor en la extremidad de los organismos de 8 afos en
comparacion con el blastema a los 10 y 20 dpa de los organismos de 8 meses, mientras que
la expresion de ADAMTS17.1 también es menor en la extremidad de los organismos de 8
anos en comparacion con el blastema a los 20 dpa (Figura 9).
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Figura 9. Graficas que muestran la expresion relativa de los genes ADAMTS17.1, FSTL1, GPX7 y CTHRC1.] en la
extremidad de los organismos de 8 meses de edad en comparacion con los de 8 afos. La expresiéon de cada gen en la
extremidad de los organismos de 8 afios se muestra en relacion con su expresion en la extremidad de los organismos de 8
meses. Para los organismos de 8 meses se presentan cinco réplicas bioldgicas, mientras que para los de 8 afios se muestran

dos réplicas bioldgicas, en ambos casos cada réplica biolégica se compone del promedio de tres réplicas técnicas. Se muestra
el error estandar de la media. Prueba T: *p < 0.033, **p < 0.002, **p < 0.001.

Cabe mencionar que el cumplimiento de los objetivos planteados en este PDI dio como
resultado una publicacion original: Del Moral-Morales Aylin*, Sdmano, Cynthia®, Ocampo-
Cervantes, José Antonio, Topf Maya, Baumbach Jan, Hernandez Jossephlyn, Torres-Arciga
Karla, Gonzalez-Barrios Rodrigo, Soto-Reyes Ernesto. Key Proteins for Regeneration in A.
mexicanum: Transcriptomic Insights From Aged and Juvenile Limbs. Scientifica, 2024,
5460694, 23 pages, 2024. https://doi.org/10.1155/2024/5460694. Aceptado 10 de octubre.

Publicado 14 de noviembre. Samano, Cynthia comparte la primera autoria y la
correspondencia.

Conclusiones de los avances del PDI

En general, durante el desarrollo de las dos etapas del PDI hemos avanzado
satisfactoriamente en el cumplimiento de los objetivos planteados. Dada la trascendencia de
los resultados, logramos incluso publicar los resultados en la revista internacional arbitrada e
indexada Scientifica, concretando algunos de los productos planeados para etapas sucesivas.
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Avanzamos en la caracterizacién del transcriptoma mediante secuenciacion de RNA en dos
diferentes edades de ajolotes (8 meses y 8 afnos) y en el blastema. Identificamos cuatro genes,
FSTL1, ADAMTS17, GPX7y CTHRC1, los cuales denominamos y consideramos clave en la
regeneracion de A. mexicanum, ya que muestran una expresion diferencial entre la
extremidad y el blastema generado tras la amputacion. Ademas, mediante un analisis de
ontologia de genes, establecimos redes de co-expresion, lo que nos permitio identificar el
conjunto de genes asociados a la regeneracién. Generamos un interactoma predicho y
realizamos una anotacién de ontologia génica para el proteoma del ajolote, o que nos permitio
comenzar a evaluar la funcionalidad y presencia de proteinas clave codificadas por los genes
FSTL1, ADAMTS17, GPX7 y CTHRC1. Asimismo, describimos que la expresion de estos
genes, es significativamente menor en la extremidad de los organismos de 8 afos en
comparacion con los de 8 meses, mientras que su expresidén es mayor en el blastema de los
organismos jovenes a los 10 y 20 dpa. Por lo tanto, consideramos que por el momento, no se
presentaran complicaciones mayores para alcanzar otros objetivos relacionados con las
caracteristicas epigenéticas asociadas al proceso de regeneracion, el cual constituira una
nueva propuesta para PDI.

Grado de avance (GA) en la primera etapa del PDI

Objetivos planteados en las GA (%) | Productos etapa 2 GA (%)
etapas 1y 2 del PDI

Objetivo general: Caracterizacion molecular y
bioinformatica de los procesos regenerativos en el
Ambystoma mexicanum endémico de Xochimilco.

Objetivos particulares: 100% 1 servicio social 100

; 100

1. Evaluacion a nivel histolégico de los 1 proyecto terminal , 100

cambios tisulares que ocurren en la fase 1 proyecto de maestria 100

temprana de la regeneracion, después de 1 articulo original JCR 100

inducir un corte en la cola de los ajolotes 1 articulo de divulgacion 100

adultos de A. mexicanum .

1 congreso nacional 100

1 simposio local 100

2. Secuenciaciones de RNA de alto [100% 1 servicio social 100
rendimiento  (RNA-seq), analizar el .

transcriptoma asociados a la regeneracion 1 proyecto de maestrla 100

tisular, después de inducir un corte en la cola 1 congreso nacional 100

y las manos de A. mexicanum en distintas 1 articulo original JCR 100

edades.

Compromisos adquiridos en la etapa 2 del PDI

Formacion de recursos humanos

Maestria en el Posgrado de Ciencias Naturales e Ingenieria (PCNI) de la UAM,
Cuajimalpa.

1. MAESTRIA CONCLUIDA. Jossephlyn Hernandez Alcantara. “Evaluacion transcripcional de
Adamts17 en el proceso de regeneracion tisular de Ambystoma mexicanum”. Co-direccion.
Dra. Cynthia Gabriela Samano Salazar, Dr. Ernesto Soto Reyes Solis. Maestria en el
Posgrado de Ciencias Naturales e Ingenieria (PCNI), UAM-Cuajimalpa. Actualmente esta en
la escritura y revision de la ICR. Fecha de la ICR: 12 de mayo del 2025.

2. Ingreso de 2 Bidlogas Moleculares en el trimestre 24-O: Andrea Paola Olvera Sotres y Silvia
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Montserrat Martinez Hernandez.

Estudiante de la Licenciatura en Biologia Molecular de la UAM, Cuajimalpa.

1.REALIZADO. Violeta Guadalupe Silva Diaz. Caracterizacién epigenética de la region
promotora del gen ADAMTS17 durante el proceso de regeneracion en Ambystoma
mexicanum. Proyecto terminal I, Il y lll. Asesores: Dra. Cynthia Gabriela Sdmano Salazar,
Dr. Ernesto Soto Reyes Solis, M. en C. Aylin del Moral Morales. Licenciatura en Biologia
Molecular (LBM). Laboratorio de Biologia Celular, Depto. de Ciencias Naturales. UAM-
Cuajimalpa.

2.REALIZADO. Violeta Guadalupe Silva Diaz. Apoyo al estudio del proceso regenerativo del
Ambystoma mexicanum desde una perspectiva histolégica gendmica. Servicio Social
Licenciatura en Biologia Molecular (LBM). Asesora: Dra. Cynthia Gabriela Samano.
Laboratorio de Biologia Celular, Depto. de Ciencias Naturales. UAM-Cuajimalpa.

Donativos
Interno:

Apoyo de la Rectoria de la Unidad Cuajimalpa a Proyectos Divisionales. Convocatoria para
apoyar proyectos de investigacion aprobados por los consejos divisionales CCD, CNI y CSH
de la unidad Cuajimalpa, 2022. (RC.153.22). Monto aprobado $75,000 M.N.

Externo:

Convocatoria Ciencia de Frontera 2023, Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y
Tecnologia (CONAHCYT). Estudio multi-omico del proceso de regeneracion tisular en
Ambystoma Mexicanum. Numero de proyecto: CF-2023-G398. Monto aprobado
$1,749,000.00 M.N.

Publicaciones

1. Del Moral-Morales, Aylin*, Samano, Cynthia®, Ocampo-Cervantes, José Antonio, Topf,
Maya, Baumbach, Jan, Hernandez, Jossephlyn, Torres-Arciga, Karla, Gonzalez-Barrios,
Rodrigo, Soto-Reyes, Ernesto, Key Proteins for Regeneration in A. mexicanum, Scientifica,
2024, 5460694, 23 pages, 2024. https://doi.org/10.1155/2024/5460694. Aceptado 10 de
octubre. Publicado 14 de noviembre. Participacion: *Primera autoria compartida vy
participacién como autora corresponsal.

2. Articulo de Divulgacién y Difusion. “Maravillas Naturales: El Ajolote Mexicano y su
Sorprendente Capacidad de Regeneracion.” Dra. Cynthia Gabriela Samano Salazar. FORO
UNIVERSITARIO. Publicacion trimestral del STUNAM. Numero 5, Sexta época. Pag 55. Julio
2024. Dirigido al publico en general.

Congresos y simposios

En esta primera etapa el compromiso fue presentar los avances del proyecto en un congreso
a nivel nacional. Sin embargo, tuvimos la oportunidad de presentarlos en dos diferentes foros
académicos especializados.

Simposio de la Licenciatura en Biologia Molecular, UAM-Cuajimalpa

1. Presentacion del poster titulado: “Caracterizacion epigenética de la regién promotora del
gen ADAMTS17 durante la regeneracion tisular en Ambystoma mexicanum”. Autores: Violeta
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Guadalupe Silva Diaz, Aylin del Moral Morales, Ernesto Soto Reyes Solis, Cynthia G.
Samano Salazar. 8° Simposio de la Licenciatura en Biologia molecular, DCN-DCNI, UAM-
Cuajimalpa. 28 de agosto del 2024.

2. Presentacién del péster titulado: “Estudios transcriptomicos de la regeneracion tisular en
Ambystoma mexicanum”. Autores: Aylin del Moral Morales, Cynthia G. Samano Salazar,
José A. Ocampo Cervantes, Maya Topf, Jan Baumbach, Rodrigo Gonzalez Barrios y Ernesto
Soto Reyes. Ernesto Soto Reyes Solis, 8° Simposio de la Licenciatura en Biologia molecular,
DCN-DCNI, UAM-Cuajimalpa. 28 de agosto del 2024.

Congreso Nacional

1. Presentacion del poster titulado: “Transcriptional evaluation of key genes involved in the
tissue regeneration process in Ambystoma mexicanum”. Autores: Cynthia G. Samano
Salazar, Jossephlyn Hernandez Alcantara, Aylin del Moral Morales, José Antonio Ocampo
Cervantes, Ernesto Soto Reyes Solis. En el XXXIV Congreso Nacional de Bioquimica, SMB.
20-25 de octubre, 2024. Ciudad de Mazatlan, Sinaloa. México.

2. Presentacion del poster titulado: “Key proteins for regeneration in A. Mexicanum:
Transcriptomic insights from aged and juvenile limbs”. Autores: Aylin del Moral Morales,
Cynthia G. Samano Salazar, José Antonio Ocampo Cervantes, Maya Topf, Jan Baumbach,
Rodrigo Gonzéalez-Barrios, Ernesto Soto-Reyes. En el XXXIV Congreso Nacional de
Bioquimica, SMB. 20-25 de octubre, 2024. Ciudad de Mazatlan, Sinaloa. México.

3. Presentacion del poéster titulado: “Epigenetic characterization of ADAMTS17 gene promoter
during tissue regeneration in Ambystoma mexicanum” Autores: Violeta Guadalupe Silva Diaz,
Aylin del Moral Morales, José Antonio Ocampo Cervantes, Cynthia G. Samano Salazar,
Ernesto Soto Reyes Solis. En el XXXIV Congreso Nacional de Bioquimica, SMB. 20-25 de
octubre, 2024. Ciudad de Mazatlan, Sinaloa. México.

Tabla comparativa entre lo establecido en el calendario de actividades y lo
alcanzado hasta la entrega del informe anual

Producto entregable Planeado para el periodo de Reportado en el
evaluacion periodo
Formacién de recursos humanos nivel
licenciatura
Servicios Sociales 1 1
Proyectos terminales 1 1
Formacion de recursos humanos posgrado
Especializacion Maestria 1 1
Doctorado - -
Publicaciones
Articulos (JCR y divulgacion) ‘ 2 2
Difusion o Divulgacion
Congresos 1 1
Conferencias 1 1

Otros: Especificar y proveer detalle del producto

IAdicionalmente durante el segundo afio de renovacién (2024) se incorporaron 2 alumnas de la Maestria del PCNI.
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En caso de informe final considerar todos los productos comprometidos en la duracion
total del proyecto.

1. Justificacion en caso de existir desviaciones en el proyecto. Ninguno

2. Atencion a observaciones al informe anual previo por parte del
Consejo Divisional (cuando aplique).

Dentro de los compromisos estipulados en la solicitud de prérroga de este proyecto se menciono:
1) Obtencion del grado de maestria de la estudiante Jossephlyn Hernandez Alcantara.

2) Inicio de la colaboracion de Redes Interinstitucionales con distintas unidades de la UAM.

3) Busqueda de donativos provenientes de patrocinadores externos (CONAHCyT).

Pero no se incluye mencion al respecto en el informe, adicionalmente se hace la solicitud de especificar el
grado de avance total del proyecto y especificar fuentes de financiamiento. Por ultimo, se pide considerar que
el proyecto concluye en 2024, para tomar las medidas para el cierre del proyecto, a través de la entrega
oportuna del informe final o la renovacion de acuerdo con los lineamientos divisionales vigentes.

Para dar respuesta a cada uno de los compromisos previamente mencionados se desglosa
la siguiente informacion.

Maestria en el Posgrado de Ciencias Naturales e Ingenieria (PCNI) de la UAM,
Cuajimalpa.

e MAESTRIA CONCLUIDA. Jossephlyn Hernandez Alcantara. “Evaluacion transcripcional
de Adamits17 en el proceso de regeneracion tisular de Ambystoma mexicanum”. Co-
direccion. Dra. Cynthia Gabriela Samano Salazar, Dr. Ernesto Soto Reyes Solis.
Maestria en el Posgrado de Ciencias Naturales e Ingenieria (PCNI), UAM-Cuajimalpa.
Fecha de presentacion de la ICR: 12 de mayo del 2025.

Donativos

Interno:

¢ Apoyo de la Rectoria de la Unidad Cuajimalpa a Proyectos Divisionales. Convocatoria para
apoyar proyectos de investigacion aprobados por los consejos divisionales CCD, CNI y
CSH de la unidad Cuajimalpa, 2022. (RC.153.22). Monto aprobado $75,000 M.N.

Externo:

e Convocatoria Ciencia de Frontera 2023, Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y
Tecnologia (CONAHCYT). Estudio multi-6mico del proceso de regeneracién tisular en
Ambystoma Mexicanum. Numero de proyecto: CF-2023-G398. Monto aprobado
$1,749,000.00 M.N.

Colaboraciones con Redes Interinstitucionales

Como resultado de la convocatoria emitida mediante el acuerdo 11/2022 del Rector General

referente al Programa de Conformacion y Consolidacion de Redes de Investigacion, se

conformd la Red de Investigaciéon denominada “Red de Investigacion en Biotecnologia y
Bioingenieria” (Red B&B), de la cual formo parte desde inicios del 2023.
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