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2. Propuesta:

2.1 Resumen

El ajolote (Ambystoma mexicanum) es una salamandra endémica de la region lacustre de
Xochimilco-Tlahuac, en la Ciudad de México. Este organismo posee una notable capacidad
para regenerar tejidos y 6rganos a lo largo de casi toda su vida, aunque dicha capacidad
disminuye con la edad. Uno de los principales intereses de nuestro grupo de trabajo es realizar
un estudio comparativo multi-6mico de los procesos moleculares y epigenéticos involucrados
en la regeneracion de las extremidades inferiores, analizando ajolotes jovenes (<1 afio) frente
a ajolotes envejecidos (>8 anos).

Durante las primeras etapas del proyecto nos enfocamos en la caracterizacion del
transcriptoma mediante secuenciacién 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 estos analisis, identificamos cuatro genes FSTL1,
ADAMTS17, GPX7 y CTHRC1 con expresion diferencial entre la extremidad amputada y el
blastema en regeneracién. Mediante analisis de ontologia génica, establecimos redes de
coexpresion que nos permitieron identificar un conjunto de genes asociados con la
regeneracion. Hasta el momento, 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
mencionados. Adicionalmente, observamos que la expresion de estos genes clave es
significativamente menor en la extremidad de organismos de 8 afios, en comparacion con
ajolotes de 8 meses, mientras que su expresion es mas alta en el blastema de los organismos
jévenes a los 10 y 20 dias post-amputacion (dpa).

Actualmente, el proyecto avanza conforme a lo planteado en las dos primeras etapas del
proyecto divisional. A partir de los resultados obtenidos, hemos formulado nuevos objetivos
especificos, enfocados en explorar las caracteristicas epigenéticas asociadas al proceso de
regeneracion y en profundizar en la regulacion transcripcional de los genes identificados en
nuestro primer articulo original.

2.2 Antecedentes

El ajolote es una salamandra perteneciente al género de anfibios urodelos Ambystoma que
comprende 32 especies y se distribuyen desde el sur de Canada hasta el centro de México.
Entre las 16 especies mexicanas, la mas estudiada es Ambystoma mexicanum, el cual es
endémico de la zona lacustre de Xochimilco y Chalco-Tlahuac en la Ciudad de México
(Molina-Vazquez, 2010; Zapata & Solis, 2014). Actualmente, Ambystoma mexicanum es una
especie en peligro de extincion debido a las actividades del hombre, a la introduccion de flora
y fauna, y a la contaminacién que se ha ido presentando en su habitat (Vance, 2017; Mena
H, 2014). A. mexicanum es un anfibio vertebrado que puede vivir tanto en tierra como
sumergido en agua y que conserva caracteristicas fenotipicas de la etapa larvaria
(Monaghan et al., 2012; Demircan, et al., 2016). En cautiverio, los ajolotes presentan
minimos problemas de reproduccion y del desarrollo de las crias y debido a sus



caracteristicas bioldgicas vy fisioldgicas, se ha convertido en un importante modelo animal
para estudiar el proceso de regeneracion (Voss et al., 2009; CONABIO, 2011; Farkas, et al.,
2015).

Uno de los principales intereses en investigacion en A. mexicanum ha sido el proceso de
regeneracion de tejidos, ya que es una de las especies vertebrados con mayor capacidad
regenerativa, en cuestion de semanas puede regenerar extremidades anteriores, posteriores
y caudal, sistema nervioso, iris, huesos, musculo y epitelios, entre otros &rganos
(McHedlishvili, et al., 2012; Suetsugu et al., 2012; Wu et al., 2015; Tazaki et al., 2017; Haas
& Whited, 2017). Los ajolotes contienen células del tejido conectivo (fibroblastos) que tienen
la capacidad de convertirse en células blastemales, es decir células diferenciadas maduras
que estan cercanas a una herida y adquieren capacidades proliferativas a través de un
proceso de desdiferenciacion para generar nuevas células y formar los tejidos del érgano o
extremidad dafados o perdidos (Bryant, 2002; McCusker, 2011; Sandoval-Guzman et al,
2014; McCusker, et al., 2015). El blastema es una regién constituida por un conjunto de
células progenitoras heterogéneas restringidas que se activan durante el proceso
regenerativo, en el cual existe cierta “memoria celular” y las células progenitoras
desdiferenciadas siempre se diferenciaran en el mismo tipo celular del que provenian para
regenerar extremidades dafiadas o perdidas (Kragl et al., 2009; McCusker, et al., 2015).

En 2018, se logré un avance sustancial en la investigacion del ajolote, cuando por primera
vez se secuencio y ensamblo su genoma. Su tamafio es de 32 GB distribuido en 14 pares de
cromosomas, es decir, 10 veces mas grande que el genoma humano. La complejidad del
proceso de secuenciacion del genoma se debid por un lado a su gran tamafo, pero también
a que esta compuesto en un 70% por elementos repetitivos nucleares intercalados (LINE, por
sus siglas en inglés), que comparativamente con la especie Homo sapiens presenta una
distribucion diferente de estos elementos repetitivos (Nowoshilow et al., 2018). Las
caracteristicas gendmicas de A. mexicanum han abierto diversas interrogantes relacionadas
con su capacidad de regeneracion tisular (Keinath et al., 2015). Un punto importante para
considerar es que la mayoria de los datos obtenidos de este genoma provienen de ajolotes
hibridos y no del ajolote mexicano nativo de la zona lacustre de Xochimilco, adicionalmente
existe la limitacion relacionada con la incorrecta anotacion del genoma, ademas de que hay
pocas versiones secuenciadas del mismo. A su vez, tanto la alimentacion como el habitat
pueden impactar en la expresion de los genes, por ello el estudiar a organismos en entornos
naturales, podria proveer de evidencias gendmicas y transcriptdmicas mas cercanas a su
entorno natural.

Hasta ahora, se han propuesto diversos genes candidatos y transcritos que codifican para
proteinas implicadas en la regulacion del blastema en A. mexicanum, pero no han sido
ampliamente estudiados (Monaghan et al., 2012; Nacu et al., 2013; Caballero et al., 2018;
Darnet et al., 2019). Y aunque la secuenciacion del genoma del ajolote apunta a que hay
muchos genes “clave” en el proceso regenerativo, sus productos aun no han sido totalmente
estudiados. Por ejemplo, Tanaka y colaboradores reportaron un grupo de 53 genes
candidatos que se expresan durante el proceso regenerativo de las extremidades del A.

mexicanum, y los cuales estan asociados a procesos de estrés oxidativo (Knapp et al., 2013).
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Sin embargo, el mecanismo molecular relacionado con la regeneracion de las extremidades
sigue siendo poco conocido. Factores como el habitat, la alimentacion, la edad, los
mecanismos moleculares e incluso los mecanismos epigenéticos que influyen en la
transcripcién génica durante el proceso regenerativo, no han sido abordados en su totalidad
(Haas & Whited, 2017; Voss et al., 2019).

En este proyecto, nuestro objetivo es estudiar el proceso regenerativo de A. mexicanum a
través de tres lineas principales, la caracterizacién epigenética de promotores activos, la
validaciéon funcional de genes asociados a regeneracion y el establecimiento de cultivos
primarios de fibroblastos para ensayos de transfeccidén con genes reporteros.

2.3 Objetivo general y objetivos particulares planteados en la primera etapa del
PDI

Objetivo general

Caracterizar mediante un estudio multi-omico los procesos moleculares y epigenéticos que
ocurren durante la regeneracion tisular de las extremidades inferiores en el ajolote
endémico de Xochimilco, Ambystoma mexicanum.

Objetivos especificos

1. Caracterizar epigenéticamente a los promotores activos en los procesos de
regeneracion tisular, a través de la marca de histonas H3K4me3 y la RNA
Polimerasa Il, tanto en las muestras de extremidad inferior como en el blastema en
ajolotes jovenes de 8 meses.

2. Validar la actividad de los promotores en un grupo de genes con potencial funcion
de regeneracion tisular en A. mexicanum.

3. Establecer una linea de cultivos primarios de fibroblastos obtenidos de A.
mexicanum, para realizar las transfecciones de los plasmidos con los genes
reporteros con la proteina verde fluorescente (GFP).

2.4 Descripcion, incluyendo hipétesis y metodologia

Hipétesis

Los promotores de genes relacionados con la regeneracion tisular en Ambystoma mexicanum
tienen actividad transcripcional en fibroblastos primarios derivados de este organismo.



Descripcion

El proyecto tiene como propdsito principal explorar y validar los mecanismos moleculares que
regulan la regeneracion tisular en A. mexicanum, un modelo biolégico destacado por su
capacidad unica de regenerar extremidades, tejidos, érganos e incluso partes del sistema
nervioso. Tenemos por objetivo evaluar la actividad de los promotores de los genes clave
relacionados con este proceso, los cuales hemos identificado previamente mediante analisis
de transcriptdmica como potencialmente involucrados en la regeneracion. Los promotores son
regiones del ADN que controlan la expresion de los genes, y su analisis funcional permitira
identificar cuales de ellos son responsables de activar o modular la expresién de genes
regenerativos en contextos especificos. El enfoque experimental incluye la utilizacion de
cultivos primarios de fibroblastos obtenidos del ajolote. Los fibroblastos son células
fundamentales en la regeneracién de tejidos, ya que participan activamente en procesos como
la remodelacion de la matriz extracelular, la sefializacion celular y la secrecion de factores de
crecimiento. Estas células serviran como modelo in vitro para evaluar la actividad de los
promotores seleccionados.

Para realizar este analisis, se disefiaran y construiran plasmidos que incluyan los promotores
en estudio controlando la expresién de un gen reportero, como la GFP. La cual es
ampliamente utilizada en biologia molecular debido a su capacidad para emitir fluorescencia
visible cuando se expresa, lo que permite monitorear de forma directa y cuantitativa la
actividad transcripcional de los promotores bajo condiciones experimentales especificas.

Metodologia del proyecto:

1. ldentificacion de genes candidatos y promotores:

o Los genes involucrados en la regeneracion tisular se identificaran mediante
analisis bioinformaticos de datos transcriptomicos de la secuenciacion del
RNA, previamente obtenida de los blastemas del ajolote.

o Se seleccionaran promotores basandose en elementos regulatorios
potencialmente relevantes, como sitios de unidén a factores de transcripciéon
relacionados con procesos regenerativos.

2. Establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos:

o Se obtendran fibroblastos de la extremidad caudal del ajolote mediante
técnicas de disgregacion enzimatica.

o Las condiciones de cultivo se optimizardn para asegurar la viabilidad y
funcionalidad celular a lo largo del tiempo, creando un sistema in vitro
representativo del contexto regenerativo.

3. Diseno y construccién de plasmidos reporteros:

o Los promotores seleccionados se clonaran en plasmidos que contengan el gen
GFP.

o La expresion de GFP bajo el control de los promotores permitird evaluar su
actividad funcional en tiempo real.

4. Transfeccion y analisis funcional:

o Se utilizaran técnicas de transfeccién, como lipofeccién para introducir los

plasmidos en fibroblastos cultivados.



o Laexpresion de GFP se evaluara mediante microscopia de fluorescencia, para
determinar el nivel de cada promotor.

2.5 Formacion de recursos humanos.

A partir de la aprobacion de este nuevo PDI, podremos contribuir significativamente a la
formacion de recursos humanos en el ambito de posgrado. Actualmente, hay dos
alumnas inscritas en el Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria (PCNI) que se
incorporaron a este proyecto para cumplir con las metas establecidas.

2.6 Productos esperados.

Se tiene proyectada la preparacion de dos manuscritos, asi como la presentacion de los
avances en diversos foros académicos, como congresos nacionales, simposios locales
de las Licenciaturas en la DCNI, entre otros.

2.7 Impacto esperado del proyecto (problematica nacional abordada).

El estudio ampliara el conocimiento fundamental sobre la regulacion génica en la
regeneracion tisular del ajolote, estableciendo herramientas experimentales con potencial
aplicacion a otros modelos bioldgicos. Ademas, el proyecto promovera la conservacion del
ajolote como simbolo de la biodiversidad nacional, integrando esfuerzos locales, nacionales
e internacionales y reforzara las estrategias de manejo sostenible del ecosistema de
Xochimilco, protegiendo su riqueza natural y su patrimonio cultural.

Problematica Nacional y/o Metropolitana.

La caracterizacion molecular y bioinformatica de los procesos regenerativos en el Ambystoma
mexicanum endémico de Xochimilco aborda diversas problematicas de relevancia nacional y
metropolitana, relacionadas con la conservacion de la biodiversidad, la investigacion cientifica
para el desarrollo sustentable y la generacién de soluciones biomédicas.

Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la ONU:

ODS 3: Salud y Bienestar: La caracterizacion de los procesos regenerativos puede contribuir
al avance en tratamientos médicos regenerativos.

ODS 11: Ciudades y Comunidades Sostenibles: Protegiendo los sistemas lacustres de
Xochimilco, se asegura la sostenibilidad ecolégica y cultural de la region.

2.8 Recursos necesarios para el proyecto:

Financiamiento e infraestructura fisica y humana actual en el proyecto: El financiamiento
es principalmente externo ya que fue aprobado en la convocatoria Ciencia de Frontera 2023
del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCYT), ahora Secretaria
de Ciencia, Humanidades Tecnologia e Innovaciéon (SECIHTY), con registro CF-2023-G398.

Fuente de financiamiento interna: Se cuenta también con financiamiento UAM mismo que
se utilizard para productos quimicos basicos, materiales, accesorios y suministros de
laboratorio.



Presupuesto calendarizado: El presupuesto calendarizado se ajustara de acuerdo con la
etapa |l registrada y autorizada en el proyecto inicial y aprobado por el patrocinador

CONAHCYT, ahora SECIHTY.

Fuentes de financiamiento externas: El proyecto cuenta con financiamiento como parte de
la convocatoria Ciencia de Frontera 2023, CONAHCYT. El cual actualmente transcurre en la

etapa Il de Ill del proyecto CF-2023-G398.

3. Calendario de actividades en periodos trimestrales.

Periodo

Ano 1

Actividades:

v

. Evaluacion de los promotores activos en los procesos de

regeneracion tisular. Evaluacion de las marcas de histonas H3K4me3
y la RNA Polimerasa I, tanto en las muestras de extremidad inferior
como en el blastema en ajolotes jévenes de 8 meses.
Establecimiento de cultivo primario de fibroblastos obtenidos de A.
mexicanum

o0k w

Expansion de los cultivos primarios de fibroblastos de A. mexicanum.

Disefo y construccién de plasmidos reporteros.

Transfeccion y analisis funcional.

Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina en material biologico
de A. mexicanum.

ol
<

N

Escritura de un articulo cientifico original para su potencial aceptacion
y publicacion.

4. Informacién para el seguimiento del proyecto:

4.1 Calendarizacién de productos esperados a lo largo del proyecto.

Producto Ano 1

Ao 2

Formacion de recursos humanos nivel licenciatura

Servicio Social 1

Proyecto terminal 1

Tesis de licenciatura

Formacion de recursos humanos posgrado

Especializacion

Maestria 2 2
Doctorado
Publicaciones
Articulos 1 1

Capitulos de libro

Memorias o Proceedings

Difusién o Divulgacion

Congresos 1

Conferencias 1

Otros




4.2 Resultados esperados.

A partir de los resultados obtenidos, se sometera 1 articulo de revision y 1 articulo original
para su potencial publicacion en una revista indizada. Se titulara a dos estudiantes inscritas
en la Maestria del PCNI de la UAM-Cuajimalpa. Se difundiran los avances del PDI a través
de la participacion en simposios y congresos de indole nacional y/o internacional.
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