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Resumen
Debido a la importancia que representa el musculo esquelético para nuestra
movilidad y estabilidad postural, asi como el correcto funcionamiento de nuestro
cuerpo, resulta importante abordar su estudio ante tratamientos que permitan
reestablecer estas funciones. Recientemente se han estudiado moléculas de origen
natural capaces de mejorar algunos fenotipos patolégicos como las distrofias, la
sarcopenia, la obesidad y diabetes. La Epicatequina, es un flavonoide que se
encuentra en el cacao y té verde. Se ha reportado que el tratamiento con esta
molécula tanto en modelos de estudio sanos y patoloégicos provoca una
recuperacion en la expresion de proteinas importantes para la generacion de
energia a partir de la fosforilacion oxidativa, de igual manera se ha reportado el
aumento del contenido mitocondrial en musculo esquelético con este tratamiento.
Por lo que esta respuesta a Epicatequina es comparable con el fenotipo mostrado
en ejercicio aerdbico agudo, donde también existe un aumento del contenido de
mitocondrias y sus complejos proteicos, sin embargo, no se conoce el mecanismo
a nivel molecular mediante el cual es posible que Epicatequina module la expresién
de estas proteinas. En este trabajo se evalud la expresion de 2 genes importantes
en el metabolismo oxidativo del musculo esquelético, Nr4a3 y Perml1, que a su vez
son modulados por el ejercicio. Se encontré por analisis cuantitativos de cultivos in
vitro que también aumentan su expresion en células musculares diferenciadas
tratadas con Epicatequina. Por lo que se decidi6é abordar el estudio a nivel molecular
del mecanismo por el cual dicho tratamiento promueve la expresion del gen Nr4a3.
Para ello, implementamos un método de captura de la cromatina “CAPTURE”,
basada en un sistema CRISPR-dcas9 modificado, que permite dirigir este sistema
a una region accesible en el genoma y posteriormente purificar este complejo de
cromatina, en donde se localizan factores de transcripcion reclutados a este sitio
modulando la expresion genética. Utilizando la linea celular C2C12, se generaron
células estables que expresan al RNA guia dirigido a una region Proximal de
regulacion del gen Nr4a3, asi como células que expresan al sistema CAPTURE
completo. A partir de esto, se purificd la cromatina de esta region y se evalu6 su

eficiencia visualizando las proteinas recuperadas mediante un gel desnaturalizante.



Summary
Due to the importance that skeletal muscle represents for our mobility and postural
stability, as well as for the correct functioning of our body, it is important to approach
its study in response to treatments that allow these functions to be reestablished.
Several naturally occurring molecules capable of improving some pathological
phenotypes such as dystrophies, sarcopenia, obesity and diabetes have recently
been studied. One of these molecules is Epicatechin, which is a naturally occurring
flavonoid found in cocoa and green tea. It has been reported that treatments with
this molecule both in healthy and pathological study models, cause a recovery in the
expression of important proteins for the generation of energy from oxidative
phosphorylation and in the same way an increase in the mitochondrial content in
skeletal muscle. So, this response to Epicatechin is comparable with the phenotype
shown in acute aerobic exercise, where there is also an increase in the content of
mitochondria and their protein complexes; however, it is not known what is the
mechanism at the molecular level by which it is possible that Epicatechin modulates
the expression of these proteins. In this work, the expression of 2 important genes
in the oxidative metabolism of skeletal muscle, Nr4a3 and Perm1, which in turn are
modulated by exercise, was evaluated and it was found by quantitative analysis of
in vitro cultures that their expression also increased in differentiated muscle cells
treated with Epicatechin. Therefore, our aim was to study the mechanism by which
epicatechin treatment promotes the expression of the Nr4a3 gene. Using the
“CAPTURE” chromatin capture method, which is based on a modified CRISPR-
dcas9 system, it is possible to direct this system to an accessible region in the
genome and subsequently purify associated chromatin complexes responsible of
modulating gene expression. Using the C2C12 cell line, stable cells were generated
expressing the guide RNA directed to a proximal regulatory region of the Nr4a3
gene, as well as cells that express the CAPTURE system. Then, chromatin of this
region was purified, and its efficiency was evaluated by visualizing the recovered

proteins through a denaturing gel.



Introduccion

1.1 Masculo esquelético

El tejido muscular juega un papel muy importante en los organismos, ya que se
encarga de convertir la energia potencial en energia cinética, fungiendo como un
elemento transductor. En vertebrados existen tres tipos de musculo: el esquelético,
el cardiaco y el liso, de los cuales el esquelético es el Unico capaz de ser controlado

voluntariamente a diferencia del cardiaco y liso donde su control es involuntario.

Los musculos estriados como lo son el esquelético y el cardiaco estdn conformados
por fibras celulares multinucleadas. Cada fibra celular se compone de varias
miofibras en paralelo. Dichas miofibras estan compuestas por miotubos, que a su

vez estan formados por miocitos fusionados. (Mukund & Subramaniam, 2020)

1.2 Células satélite

La identificacion de estas células data del afio 1961, donde en fibras disectadas del
musculo tibial de rana se observo un grupo de células mononucleadas en la periferia
de las miofibras del musculo esquelético, que por su localizacién fueron nombradas

como células satélite. (Mauro, 1961)

Las células satélite (SCs) son aquellas células progenitoras que daran lugar a las
miofibras que componen el madsculo esquelético. Estas células residen entre el
sarcolema y la membrana basal que rodea cada fibra muscular. En estado de
relajacion estas células se encuentran quiescentes, y en presencia de estimulos
como crecimiento o dafio son activadas para iniciar la regeneracion de las fibras

dafiadas, activando su ciclo celular. (Yin, 2013)

Existen factores de crecimiento encargados de regular los procesos de
diferenciacion y mantener la composicién de cada nicho celular. Pax7 es un factor
de transcripcion crucial expresado en SCs encargado del mantenimiento del “pool “
de estas células. Una vez que se activan, estas células llevan a cabo divisiones
asimétricas, generando una célula destinada al mantenimiento de SCs que expresa

solo a Pax7, y la otra para llevar a cabo el proceso de diferenciacion celular,



expresando tanto a Pax7 como a Myf5, otro factor regulador miogénico necesario

para la miogenesis. (Maltzahn, Jones, Parks, & Rudnicki, 2013)

1.3 Diferenciacion de mioblastos

Los mioblastos proliferativos ademas de expresar a Pax7 y Myf5 también expresan
a otro factor denominado MyoD encargado de inhibir al ciclo celular e inducir la
diferenciacion para dar lugar a los miocitos, expresando genes especificos en dos
etapas, denominadas diferenciacion temprana y diferenciacién tardia. Durante la
diferenciacion temprana existe una alta expresion de MyoD que contribuye a un
aumento en la producciéon de Miogenina (MyoG), que a su vez inhibira la expresion
de Myf5. Durante la diferenciacion tardia tanto MyoD como MyoG contribuiran a la
expresion de Mrf4 para posteriormente inducir la expresion de genes de
diferenciacion terminal y proteinas estructurales caracteristicas del musculo
esquelético maduro. Como se puede observar en la Figura 1, cada etapa de la
miogenesis esta definida por la expresion de estos factores. (Rugowska, Starosta,
& Konieczny, 2021)
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Figura 1. Diferenciacion de precursores miogénicos donde se muestran los factores de
transcripcion especificos de cada etapa, modificado de Mukund & Subramaniam, 2020.

1.4 Clasificacion de Miofibras

En el musculo esquelético se pueden encontrar diferentes tipos de fibras que se
diferencian de acuerdo a su metabolismo, tamafio y funcionamiento. De forma
generalizada se puede clasificar a las miofiboras de acuerdo a la velocidad de
contraccion que presentan, las de tipo | son fibras de contraccion lenta y las de tipo

Il que son fibras de contraccién rapida.(Talbot, 2017)

También es posible clasificar a las miofibras segun su perfil de expresién proteico,
basandose principalmente en el gen que codifica para la cadena pesada de miosina
(MYH), donde cada tipo de miofibra expresa una isoforma distinta.

Para las miofibras tipo | s6lo existe una variante que expresa principalmente a MYH7
y presenta un metabolismo oxidativo, los masculos enriquecidos con este tipo de
miofibras se puede observar un color rojizo debido a su alto contenido de
mioglobina, estas miofibras tipo | cuentan con una elevada cantidad de mitocondrias
y expresan enzimas oxidativas. Generalmente este tipo de miofibra se encuentran
en musculos que se requieren para el mantenimiento de la postura y son altamente
resistentes a la fatiga. Debido a que llevan a cabo la sintesis de ATP a través de la
fosforilacién oxidativa, requieren de un suministro de oxigeno y para satisfacer esta
alta demanda, lo almacenan unido a la fraccion hemo de la mioglobina. Para las
miofibras tipo Il existen tres variantes, las de tipo IIA que expresan a la cadena
pesada de miosina MYH2 y llevan a cabo un metabolismo oxidativo, las de tipo IIX
gue expresan a la cadena pesada de miosina MYH1 y las de tipo IIB que expresan
a la cadena pesada de miosina MYH4, ambos tipos de miofibras llevan a cabo un
metabolismo glucolitico. Estas fibras se pueden encontrar mayormente
enriquecidas en musculos utilizados para la movilidad y presentan una alta fatiga.
Aquellas fibras con metabolismo glucolitico toman la glucosa proveniente de la
sangre o del glucdogeno endogeno y los &cidos grasos derivados de los
triacilgliceroles del tejido adiposo para cumplir sus requerimientos

energéticos.(Schiaffino, 2018)



Cabe recalcar que la proporcién de ambos tipos de fibra puede variar dependiendo
de cada musculo y su funcion, de igual forma dicha proporcion puede cambiar en
funcién de las actividades de un individuo. Por ejemplo, dos individuos gemelos
fueron sujetos al analisis del musculo vasto lateral, donde uno de ellos realizé un
entrenamiento, mientras que el otro no. El gemelo entrenado presentd una
composicion predominante para la cadena pesada de miosina | (MHCI)
perteneciente a las fibras de contraccion lenta, presentando un 50% mas que el

gemelo sin entrenamiento. (Plotkin, Roberts, Haun, & Schoenfeld, 2021)

Muchas de las fibras musculares presentan un solo tipo de isoforma de miosina y
se conocen como fibras puras, aunque también existen fibras que presentan dos
tipos de isoforma de miosina y son denominadas como hibridos. De igual forma el
tipo de fibra puede cambiar, siguiendo una continuidad de fibra de contraccion lenta
a rapida cambiando las isoformas de miosina secuencialmente l<—ICoIlIC—llA—
IAD—I|ID—IIDB<IIB. (Augusto, Padovani, Eduardo, & Campos, 2004)

1.5 Patologias

Es importante mencionar que existen diversas enfermedades musculares que
pueden ser referidas como miopatias o distrofias musculares dependiendo de la
causa que las origina. Generalmente las miopatias se caracterizan por estar
asociadas a debilidad muscular, a diferencia de las distrofias que pertenecen a un
subtipo de miopatias donde existen cambios en la degeneracion y regeneracion
muscular incluso en las biopsias celulares de pacientes con estas

patologias.(Dowling, Weihl, & Spencer, 2021)

La distrofia muscular de Duchenne es un desorden caracterizado por mutaciones,
ya sean deleciones, duplicaciones o mutaciones puntuales en el gen DMD que
codifica para distrofina. Dichas mutaciones llevan a una pérdida de la funcion de la
proteina generando la desintegracion de miofibras y regeneracion muscular
inefectiva debido a las alteraciones generadas en el pool de células satélite, asi

como su diferenciacién.(Tabebordbar, Wang, & Wagers, 2013)

Dentro de los padecimientos que no dependen de mutaciones genéticas como la

distrofia, también ocurre la pérdida del musculo asociado a la edad, caracterizado
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por una disminucion en la musculatura de entre 0.5%-1% por afio a partir de los 70
afos, este padecimiento se denomina sarcopenia y también se encuentra asociado
a la debilidad muscular, perdida de la movilidad y aumento en grasa corporal.
Especificamente se tiene una disminucion en el tamafio y numero de fibras
musculares, asi como la pérdida de su funcién contréctil. (Siparsky, Kirkendall, &
Garrett, 2014)

La obesidad, es otra condicién, asociada a la inactividad crénica y a la alta ingesta
energeética, lo cual, puede llevar a la perdida muscular y el incremento de
adiposidad, aumentando el riesgo de desarrollar desordenes metabdlicos. El
envejecimiento generalmente se encuentra asociado a un enlentecimiento del
fenotipo muscular de fibras tipo I, asi como una reduccion en el nimero y area de
fibras musculares tipo Il, lo que lleva a una mayor fragilidad y perdida de la
motricidad. Por otro lado, la obesidad esta mayormente asociada con una cantidad
predominante de fibras tipo lIx y menor porcentaje de fibras tipo I. (Morgan,
Smeuninx, Breen, & Breen, 2020)(Hosoi, Yakabe, Sasakawa, Sasako, & Ueki, 2023)

Otro desorden metabodlico, como lo es la diabetes tipo 2, caracterizada por la
deficiencia en el funcionamiento de la insulina también afecta al musculo
esquelético. La deficiencia tanto en la ingesta de glucosa como en la fosforilacién
tras la eliminacion de nutrientes y la sintesis inefectiva de glucdégeno afecta el
metabolismo de lipidos, incrementando la ingesta de acidos grasos y una oxidacion
mitocondrial deficiente, resultando en un acumulamiento de triglicéridos en las
miofibras. Se ha observado que en pacientes con diabetes tipo 2 existe una
reduccion en el contenido y funcion mitocondrial. (Kelley DE, 2002) (Sala & Zorzano,
2016)

1.6 Epicatequina

Debido a que la alimentacion juega un papel muy importante en el correcto
funcionamiento del organismo, se ha avanzado en establecer la relacién entre la
medicina y la nutricion, enfocandose principalmente en alimentos de origen natural.

Los alimentos funcionales contienen fitonutrientes que pueden beneficiar a la salud,
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asi como la modulacion del sistema inmune en la prevencion de enfermedades.
(Gupta, 2014)

Recientemente se ha mencionado que el consumo de alimentos que contienen
flavonoides lleva a mejoras en el funcionamiento del organismo, como lo es la
funcién arterial, la disminucion de la presion arterial, mejorias en la modulacién de
la homeostasis y sensibilidad a la insulina. Dichos flavonoides se pueden encontrar
en una larga variedad de frutas, vegetales y semillas. (Ottaviani, 2011)

La catequina es un flavonoide que gracias a sus 2 centros quirales cuenta con 4
diferentes estereoisomeros: (+)-catequina, (-)-catequina, (+)-epicatequina y (-)-
epicatequina. Estos flavonoides se encuentra principalemte en el cacao y en el té.
Se ha reportado que los extractos de te verde disminuyen la pérdida muscular y
preservan su funcién durante su desuso, aunque no ha sido observado que

promueva la regeneracion muscular. (Alway et al., 2015) (Kim et al., 2017)

1.7 Epicatequina, ejercicio y metabolismo oxidativo.

Nogueira.et al estudiaron en modelos murinos sanos el papel de la epicatequina
administrada durante 15 dias consecutivos a una concentracion de 1mg/kg cada 12
horas. Para ello, se tomaron los musculos cuadriceps, EDL y plantaris para analizar
su capilaridad muscular, niveles de proteinas presentes en la fosforilacion oxidativa
y el incremento en volumen mitocondrial, mostrando mejoras incluso al ser
comparados con los controles que corrieron durante 30 minutos, 5 veces por
semana. Es destacable que se encontrd un incremento en la expresion del factor de
transcripcion mitocondrial Tfam, el cual ademés de cumplir la funcion de proteger el
DNA mitocondrial (mtDNA) del dafio por las especies reactivas de oxigeno (ROS),
inicia la transcripcion de genes mitocondriales. Estos resultados sugieren que la
epicatequina podria emular los procesos que suceden a nivel molecular cuando se
realiza actividad fisica de este tipo. (Nogueira et al., 2011) (Theilen, Kunkel, & Tyagi,
2018)

En pacientes con diabetes tipo 2 y falla cardiaca que presentan altos niveles de
estrés oxidativo, se ha demostrado que la suplementaciéon de 100mg de cocoa rica

en epicatequina durante 3 meses provoca una mejoria, recuperando los elementos
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clave en el balance redox, asi como antioxidantes fisiol6gicos y enzimas que

participan en el metabolismo mitocondrial. (Ramirez-Sanchez, 2013)

Por otro lado, también se ha estudiado el efecto de la administracion de
epicatequina en musculo esquelético en modelos de ratones knockout 6-
sarcoglicano. Estos ratones fueron utilizados debido a que representan un modelo
de estudio patoldgico de distrofia, donde la administracion de epicatequina durante
2 semanas de tratamiento provoca la normalizacién de la carbonilacién de proteina
total, un incremento en la relacion de glutation reducido/oxidado y una mejoria en la
actividad de las enzimas SOD2, catalasa y citrato sintasa que participan en el
metabolismo oxidativo. (Ramirez-sanchez et al., 2014)

En el estudio de Mcdonald et al. se plante6 la hipdtesis de que la epicatequina
administrada por 8 semanas puede incrementar biomarcadores de biogénesis
mitocondrial en tejidos musculares de pacientes con Distrofia muscular de Becker,
encontrando principalmente que la proteina PGCla se encuentra sobre-expresada
en aquellos pacientes que fueron tratados, con respecto al control. Asi mismo
también se observé un aumento en biomarcadores de regeneracion muscular como
MyoG, MyoD, MEF2A y Myf5 (Mcdonald et al., 2021)

El coactivador 1a del receptor activado por proliferadores peroxisomales y (PGC1la)
es un regulador clave del metabolismo energético, teniendo importancia en los
procesos de biogénesis mitocondrial, asi como en la oxidacién de acidos grasos. Es
expresado en tejido adiposo y musculo esquelético, preferencialmente se expresa

en musculos enriquecidos con fibras tipo | (Lin, Wu, Tarr, Zhang, & Wu, 2002)

Es un coactivador transcripcional capaz de aumentar el contenido mitocondrial y
mejorar la capacidad oxidativa del musculo esquelético. La delecion de este gen en
ratones coincide con una disminucion en el contenido mitocondrial, asi como una
reduccion en la capacidad oxidativa. Adicionalmente cuando estos ratones PGCla
Knock-out se someten a ejercicio se observa un aumento en la inflamacion y dafio
de las fibras musculares, sugiriendo que este coactivador también juega un papel

importante en la integridad del musculo esquelético.(Handschin et al., 2007)
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Por otro lado se ha observado que la sobreexpresion de PGCla en modelos
patolégicos murinos de distrofia muscular de Duchenne (mdx) lleva a un aumento
en la expresion de la cadena pesada de miosina | (MHC) representativa del tipo de
fibra | con un metabolismo oxidativo. Indicando que este coactivador es capaz de
modular la identidad del tipo de fibra a estos niveles elevados de expresion. (Selsby,

Morine, Pendrak, Barton, & Sweeney, 2012)

Dentro de los genes que responden de manera positiva ante diferentes tipos de
ejercicio, podemos encontrar a PGCla como uno de los biomarcadores

mayormente identificados, sin embargo, no es el unico de ellos.

De acuerdo con los datos transcriptomicos de musculo esquelético de multiples
estudios en respuesta a la inactividad, ejercicio agudo y ejercicios de entrenamiento,
Pillon et al. llevaron a cabo un meta-analisis para identificar genes que responden
ante el ejercicio y la inactividad. Se encontraron diversos biomarcadores dentro de
los cuales el gen que tuvo una mayor significancia estadistica es Nr4a3, el cual
aumenta su expresion en ejercicio aerdbico agudo y entrenamiento, mientras que

en inactividad disminuye su expresion. (Pillon et al., 2020)

Nr4a3 es un receptor nuclear el cual es principalmente inducido por la via de
sefalizacion B2-adrenergica en musculo esquelético y se encuentra asociado a la
homeostasis de lipidos, carbohidratos y energia. Forma parte del subgrupo NR4A
de receptores nucleares huérfanos de unién al ADN. (Pearen et al., 2008)

En experimentos in vitro se ha observado que el silenciamiento de Nr4a3 resulta en
una disminucién de la oxidacion de palmitato y una acumulacion de lactato,
indicando que este receptor tiene su actividad en el metabolismo aerobio de
carbohidratos y el metabolismo de acidos grasos. En otro experimento in vivo se
utilizaron ratones transgénicos que sobreexpresan a este receptor, los cuales fueron
alimentados con una dieta normal y alta en grasas, observando que se mantuvieron
niveles normales de glucosa en ayunas en ambas dietas, lo cual esta asociado a un
aumento en la expresion del transportador de glucosa GLUT4 a nivel proteina y un

aumento en la expresion a nivel transcrito del gen Hk2 el cual juega un papel
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importante en el metabolismo o almacenamiento de la glucosa en musculo

esquelético. (Pearen et al., 2013)

En el experimento de sobreexpresion de Nr4a3 de Pearen et al., se analizé el perfil
transcripcional del musuclo quadriceps para identificar cuales son los genes que se
encuentran sobreexpresados o atenuados en los ratones transgenicos. Dentro de
los 50 genes identificados que son regulados a la alza, se tiene al gen Perml
tambien identificado como 2310042D19Rik con una razén de cambio de 4.6, el cual
dentro de los analsis metagendmicos de Pillon et al., se identific6 como uno de los
genes que responden de manera positiva ante el ejercicio y de manera negativa en
inactividad, presentando un valor de correlacion con Nr4a3 de 0.717 como se
observa en la Figura 2. Lo que indica que este gen Perml, al igual que el receptor

nuclear puede ser considerado como un biomarcador de ejercicio.
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Figura 2. Grafico de correlacion tomado de la herramienta de meta-andlisis
(https://metamex.serve.scilifelab.se/) de Pillon et al. Comparando la expresién de NR4A3
vs PERML1 en ejercicio e inactividad. AcAe: Ejercicio aerobico agudo, AcHI: Ejercicio agudo
de alta intensidad, AcRe: Ejercicio agudo de resistencia, Inac: Inactividad.

La proteina Perm1l se localiza en la membrana mitocondrial, donde interactia con
el complejo MICOS-MIB, encargado de organizar las crestas mitocondriales y

estabilizar la union entre la membrana interna y externa de las mitocondrias.
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También se ha reportado que Perm1 conecta las mitocondrias con el sarcolema por

medio de su interaccion con la proteina ankirina B (ANKB). (Bock et al., 2021)

Perm1 se expresa selectivamente en musculo esquelético y cardiaco. Se ha descrito
a nivel in vitro en cultivos celulares e in vivo en modelos murinos donde Perml es
sobre expresado, el aumento del contenido mitocondrial, asi como el incremento de
proteinas importantes en el metabolismo oxidativo. Los resultados de Cho et al.,
muestran que Perml regula algunas vias del muasculo como la contraccion
muscular, vascularizacion y actividad metabdlica. Perm1l aumenta los niveles de
MmRNA de PGC1a y ERRa, al igual que aumenta la expresién de factores de
transcripcion importante como Tfam y Tfb2m, involucrados en la replicacion y

transcripcion de ADN mitocondrial. (Cho et al., 2019)

Cho et al., en un experimento con ratones, silenciaron la expresion de Perml
utilizando virus adenoasociados (AAV) en el musculo gastrocnemio. Posteriormente
se sometieron a una ronda de ejercicio agudo aerobio y se analiz6 la expresion de
genes clave que responden al ejercicio, mostrando que para los genes PGCla y
Nr4a3 existe una reduccion significativa en su expresion con respecto al control. De
igual forma se demostré que Perm1 es necesario para llevar a cabo la activaciéon de
CaMKIl y la via de sefializacién p38 MAPK, demostrando asi su importancia en la

adaptacion del musculo esquelético al ejercicio.

Durante el ejercicio se liberan algunas moléculas, las cuales pueden fungir como
sefalizadores para activar la respuesta de procesos metabélicos. CaMKII es una
quinasa dependiente de calcio, la cual se activa en respuesta a los niveles de calcio
intracelular, cuando las contracciones musculares generadas por el ejercicio
provocan un aumento de la concentraciobn de calcio, se activa esta ruta de
transduccion de sefales, promoviendo la activacion de la biogénesis mitocondrial y
un aumento en la expresion de PGCla. (Joseph, Anand, Malindisa, Oladipo, &
Fagbohun, 2021)

p38 MAPK es una quinasa que se activa en respuesta a estimulos celulares, como

el estrés mecanico generado por el ejercicio. Su activacion es necesaria para llevar
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a cabo la diferenciacion de células miogénicas y regular el metabolismo glucolitico

para cumplir con los requerimientos energéticos. (Akimoto et al., 2005)

Se ha reportado que otras moléculas son capaces de inducir cambios en la
expresion de genes mimetizando in vitro parte de lo que sucede en el ejercicio.
Forskolina es una diterpeno biciclico que se puede encontrar de forma natural en la
planta coleus (Plectranthus barbatus). El tratamiento de miotubos de donadores
jovenes y envejecidos con 100uM de Forskolina, provoca un aumento a nivel
transcrito de Apelina, un péptido inducido por el ejercicio, el cual se ha observado
gue en envejecimiento mejora el metabolismo muscular y en obesidad reduce la
resistencia a insulina. De manera especifica, Forskolina funge como un activador
de la enzima adenilato ciclasa, generando un aumento en los niveles de AMPc, el
cual activara a la proteina cinasa A (PKA) desencadenado una via de transduccién

de sefales. (Vinel et al., 2018)

1.8 Sistema CAPTURE

Debido al poco conocimiento que se tiene acerca de los complejos que regulan a
genes diferencialmente expresados en células musculares tratadas con
epicatequina, el sistema CAPTURE resulta ser un sistema prometedor con diversas
ventajas que permiten la purificacion de dichos complejos para ser analizados
posteriormente. El nombre de este sistema proviene de sus siglas Purificacion por
afinidad CRISPR in situ de elementos regulatorios, el cual es un sistema basado en
una variante del sistema CRISPR-Cas9 que cuenta con un dCas9 modificada que
carece de su actividad nucleasa y permite utilizar RNAs guia (sgRNA) para dirigir
este sistema a regiones especificas del genoma, omitiendo el corte que realizaria
normalmente la Cas9. El objetivo de este sistema consiste en identificar complejos
proteicos reguladores de la cromatina en loci especificos. Dichas proteinas pueden
ser analizadas por geles desnaturalizantes y western blots o también pueden ser
identificadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS-MS). (Liu et al., 2017)

Este sistema se compone de tres elementos clave que son: la dCas9 fusionada a

un péptido N-terminal aceptor de biotina (FB-dCas9), una holoenzima sintetasa de
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biotina proveniente de E.coli (BirA) y el sgRNA optimizado. Donde la FB-dCas9 al
ser expresada establemente sera biotinilada por BirA en su péptido aceptor y sera
guiada por el sgRNA hacia el locus de interés. Las ventajas de utilizar este sistema
radican en la alta afinidad que presenta la estraptividina por la biotina, que al ser
superior al uso de anticuerpos ofrece una purificacion mas eficiente y estable,
permitiendo la captura de complejos DNA-proteina, asi como una mayor pureza
reduciendo la contaminacion por otras proteinas. Otra ventaja de este sistema
radica en el hecho de que muy pocas proteinas naturalmente biotiniladas se
localizan en el nacleo, aumentando aun mas la especificidad durante la purificacion.
(Liu et al., 2018)

Posteriormente en 2020 Liu et al., desarrollaron un método CAPTURE 2.0, el cual
es mas eficiente que la estrategia anterior, logrando recuperar 13.6 veces mas DNA
de la regioén especifica que el CAPTURE 1.0. Las modificaciones del nuevo sistema
radican en que la expresion y biotinilacién de la proteina dcas9 dependera de un
solo vector, el cual es de expresion lentiviral al igual que el vector de expresion de
los sgRNAs. La biotinilacion de la proteina dcas9 se llevard a cabo de manera
enddgena por ligasas de proteina-biotina eucariotas las cuales se encargan de
biotinilar naturalmente a distintas enzimas carboxilasas; la secuencia de esta dCas9
cuenta con un marcaje BioTAP-tag de 69 aminoacidos en el extremo carboxilo, el
cual le permite que sea reconocida por estas ligasas de biotina y posteriormente se
inmunoprecipitadas por afinidad con las perlas de estreptavidina. En la Figura 3 se
puede observar un diagrama de flujo experimental del método CAPTURE 2.0. (Liu
et al., 2020)
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Justificacion

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado previamente la expresién de genes
especificos de miosinas en cultivos de células C2C12 tratadas con epicatequina,
donde se identificd un incremento en la expresion de MYH7 y MYH4, ademas de un
aumento en la proliferacion celular. Por lo que se piensa que la epicatequina juega
un papel en la modulacion de la expresion de miosinas y por ende también en la

diferenciacion celular.

Varios estudios acerca del efecto del tratamiento con epicatequina en musculo
esquelético han mostrado un restablecimiento en su funcionamiento, asi como un
aumento en los niveles de proteinas mitocondriales tanto en modelos patolégicos

como en modelos sanos.

Sin embargo, aun se desconoce a nivel molecular el mecanismo por el cual la
epicatequina interviene en la expresion de estos genes involucrados en el
metabolismo oxidativo, principalmente aquellos proteinas que fungen como factores
de transcripcién que se encuentran asociados a elementos reguladores en cis
(CRES) en los complejos de cromatina y promueven su expresion, por lo que resulta
interesante utilizar el sistema CAPTURE para identificar estos factores asociados,
lo cual nos permitira relacionarlos con las vias de sefializacién que desencadenan

esta respuesta generada por el tratamiento con epicatequina.
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Objetivo general

Obtener proteinas asociadas a cromatina diferencialmente enriquecidas en

regiones de regulacion transcripcional en genes implicados en el metabolismo

oxidativo del musculo esquelético de raton, en respuesta a epicatequina por medio

de un método basado en el sistema CRISPR-dCas9.

Objetivos especificos

Disefiar sgRNAs dirigidos hacia regiones reguladoras de los genes blanco
(Nr4a3, Perml)

Clonar los sgRNA en un vector de sobre-expresion.

Transducir a las células C2C12 con el vector de dCas9 y sgRNA para
tratarlas durante diferenciacion con epicatequina.

Confirmar la eficiencia del sistema CAPTURE mediante geles

desnaturalizantes.

Hipotesis

Existen complejos de cromatina diferencialmente asociados a elementos de

regulacion de genes musculares involucrados en el metabolismo oxidativo en

células C2C12 tratadas con epicatequina.
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Metodologia

6.1 Evaluacién de la expresion de genes candidato

Previo al disefio de los sgRNAs se decidié evaluar la expresion de 4 genes
propuestos, los cuales estan involucrados en el metabolismo oxidativo y responden

ante la actividad fisica. Dichos genes son Pgcla, Pdk4, Perm1 y Nr4a3.

Para evaluar su expresion se cultivaron 110,000 células C2C12 por pozo en una
placa de 6 pozos, se proliferaron durante 48 horas para llegar a una alta confluencia
utilizando 15% de suero fetal bovino (SFB) y se indujo a la diferenciacién cambiando
el SFB por 1% de suero equino (SE), y adicionalmente fueron tratadas diariamente
con una concentracion de 20uM de Epicatequina o con el vehiculo DMSO como
control. Dicho tratamiento se llevé a cabo de manera diaria cambiando el medio
hasta cumplir 120 horas de diferenciacion. Posteriormente se recuperaron las
células para llevar a cabo la extracciéon de RNA utilizando el kit comercial EZ-10
Spin Column Total RNA Miniprep de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Una
vez extraido y cuantificado el RNA, por medio de RT-PCR se obtuvo su cDNA, el
cual fue analizado por PCR punto final y posteriormente qPCR para evaluar el nivel

de expresion de cada uno de los genes propuestos.

Reaccion de RT-PCR

En dos tubos por separado, se prepararon las mezclas A y B, de acuerdo con las

siguientes tablas:

Mezcla A
Reactivo Cantidad
Oligo dT (500ug/ml) 1luL
RNA total lug
Mezcla de dNTP (2.5mM de cada dNTP) 1luL
Agua libre de nucleasas Aforar a 12uL
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Mezcla B

Reactivo Cantidad
Buffer First-Strand 5x 4uL
DTT 0.1M 2uL
Agua libre de nucleasas 1luL

El contenido de la mezcla A se calent6 a 65°C por 5 min, inmediatamente se coloco
en hielo y se afiadi6 el contenido de la mezcla B, se mezclé bien por pipeteoy se
incubo por 2 min en hielo. Posteriormente se afiadio 1ul de la enzima M-MLV RT de
Invitrogen, se mezcld bien por pipeteo y se incubd por 50 min a 37°C. Una vez
cumplido ese tiempo se inactivo la reaccion elevando la temperatura a 70°C por 15

min.

Reacciéon de PCR punto final

A partir del cDNA obtenido de la RT-PCR se prepara una dilucién 1:4 con agua libre

de nucleasas a una concentracion final de 10ng/uL y se utiliza para la siguiente

mezcla.
Reactivo Cantidad
Master Mix (2X) 10uL
Primer Forward (10mM) 0.75uL
Primer Reverse (10mM) 0.75uL
cDNA 2uL
Agua libre de nucleasas Aforar a 20uL

*Se debe preparar una reaccion por cada muestra y su control Negativo sin
templado.

Y se corre en el termociclador utilizando el siguiente programa:
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Fase Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacién Inicial 94 3 min
_ Desnaturalizacion 94 45 seg
Ciclos de PCR : :
e Alineamiento 62 30 seg
Extensién 72 90 seg
Extension Final 72 7 min
Enfriamiento 4 Indefinidamente
Reaccioén de gPCR
Se preparo la siguiente mezcla:
Reactivo Cantidad

SYBR Green Master Mix de Applied Biosystems | 10uL

Primer Forward (10uM)

0.5uL

Primer Reverse (10uM)

0.5uL

Agua libre de nucleasas

7ulL

cDNA

2uL

*Se debe preparar una reaccién por cada muestra junto con su duplicado técnico y

su control Negativo sin templado.

Una vez preparadas las reacciones se

procede a colocarlas en el equipo, en este

caso se utilizé un Rotor-Gene Q y se corre el programa siguiente:

Fase Hold — P(.:R . =
Desnaturalizacion | Alineamiento/Extension
Temperatura 95.0°C 95.0°C 60.0°C
Tiempo 10 minutos 15 segundos 1 minuto

Tratamiento con Forskolina

Para evaluar la expresion de los genes candidato con Forskolina se cultivaron

110,000 células C2C12 por pozo en una placa de 6 pozos, se proliferaron durante

48 horas para llegar a una alta confluencia utilizando 10% de suero fetal bovino

(SFB) y se indujo a la diferenciacion

cambiando el SFB por 1% de suero equino
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(SE), y adicionalmente fueron tratadas a partir de la 72hrs de diferenciacion con una
concentracion de 100uM de Forskolina o con el vehiculo DMSO como control, dicho
tratamiento se realiz6 una sola vez y se dejé hasta cumplir las 120 horas de
diferenciacion. Posteriormente se recuperaron las células para llevar a cabo la
extraccion de RNA utilizando el kit comercial EZ-10 Spin Column Total RNA
Miniprep de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Una vez extraido y
cuantificado el RNA, por medio de RT-PCR se obtuvo su cDNA, el cual fue analizado
por PCR punto final y posteriormente qPCR de acuerdo al protocolo descrito

anteriormente.

6.2 Disefio de los sgRNAs dirigidos hacia regiones de los genes blanco

Una vez obtenidos los niveles de expresién se procedié a disefiar los sgRNAs
dirigidos a 3 regiones reguladoras rio arriba de los genes blanco. De acuerdo a la
prediccion de ENCODE de CREs (Cis Regulatory Elements) se eligié una region
cercana al sitio de inicio de la Transcripcion (TSS), una region Proximal (PRR) y una
region distal (DRR) en el genoma de raton GRCm38/mm10 donde existen posibles
Elementos Regulatorios. Las regiones determinadas se analizaron junto con los
datos reportados de sensibilidad a DNasal (Stamatoyannopoulos, 2011) en
muestras de musculo esquelético de ratones de 8 semanas para asegurar que los
sitios elegidos se encuentren accesibles. Aunado a esto, se predijeron los posibles
motivos de union de factores de transcripcion especificos de musculo utilizando la
herramienta bioinforméatica MATCH 1.0 (Matrix Search for Transcription Factor
Binding Sites) con la finalidad de evitar que las secuencias de los sgRNA se
encuentren traslapadas con algun motivo de unién. Utilizando la herramienta

CRISPR Finder (https://wge.stemcell.sanger.ac.uk//) se buscaron posibles sgRNAs

en estas regiones que cumplieran con las caracteristicas anteriores.

La secuencia obtenida de la herramienta CRISPR Finder corresponde a 20
nucledtidos que cuentan con un sitio PAM adyacente que permite el reconocimiento
por la dCas9. Esta herramienta también analiza el potencial fuera de objetivo de las
secuencias CRISPR propuestas y lo compara con las posibles coincidencias en el

24


https://wge.stemcell.sanger.ac.uk/

genoma, con hasta 4 pb de desajuste, minimizando los posibles efectos fuera de

blanco que pudiera tener el sistema CAPTURE.

De acuerdo a la metodologia CAPTURE se reemplaza la secuencia especifica de

un Primer Forward:

5'ggagaaCCACCTTGTTGGAACGACTAGTTAGGCGTGTAGTTTAAGAGCTATGC
TGGAAACAGCAZ

La secuencia subrayada es la secuencia especifica del guia, mientras que las letras
en mindscula sefalan el sitio de corte que sera utilizado para clonar y el resto forma

parte de la estructura del sgRNA.

6.3 Clonacién de los sgRNA en un vector de sobre-expresion

Previamente a la clonacion de los sgRNAs se debe confirmar la identidad de los
plasmidos que se seran utilizados para expresar el sistema de captura.

Vector Enzin?as. de Fragmentos
Restriccién esperados

6,323pb
psPAX2 EcoRl

4,730pb

5,689pb
pCMV-VSV-G EcoRlI

1,574pb

8,190pb
pslql1651-sgRNA(F+E)-sgGAL4 BstXI, Xhol

118pb

. 10,210pb
CAPTUREZ2_pLVX-EFla-dCas9-CBio-IRES-
BstXI 1,800pb

zsGreenl

1,200pb

Para cada reaccion de digestion enzimatica se utilizo la siguiente mezcla:

Reactivo Volumen
Buffer de enzima (10X) 2ulL
Vector Correspondiente a 1ug de plasmido
Enzima de restriccion Correspondiente a 10U de enzima
Agua Aforar a 20uL
Volumen Final 20uL

25



Cada reaccion se incub6 a 37°C durante al menos 3 horas para asegurar la

digestion completa de cada vector. Posteriormente se analizé el producto de

digestion en un gel de Agarosa al 1.2% utilizando como control el vector sin digerir.

Para la clonacion de los sgRNA, se llevo a cabo una reaccion de PCR de cada uno

de los guias y posteriormente el amplicon obtenido se digiri6 enzimaticamente con
las enzimas de restriccion BstXl y Xhol. El pldsmido SLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4

también fue digerido y purificado para su clonaje utilizando las mismas enzimas de

restriccion. El esqueleto del pldsmido SLQ1651-sgRNA(F+E) fue ligado con el

sgRNA amplificado para generar el vector de sobre-expresion.

La reaccién de PCR para amplificar el fragmento a clonar en el vector, se prepar6

de la siguiente manera:

Reactivo Volumen

Master Mix 10uL
Primer Forward Especifico 1luL
Primer Reverso Universal luL
Templado pslq1651-sgRNA(F+E) sgGAL4 5

uL
(30ng/ul)
Agua 6uL
Volumen Final 20uL

El programa utilizado en el termociclador es el siguiente:

Fase Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacion Inicial 98 2 min

_ Desnaturalizacion 98 15 seg
Ciclos de PCR : :

. Alineamiento 65 25 seg
Extension 72 30 seg

Extension Final 72 2 min

Enfriamiento 4 Indefinidamente

Se corre el producto de PCR en un gel de Agarosa al 1.2% / 40 minutos / 100V.

En este gel nuestro amplicon corresponde a una banda en el tamafio de 120pb.
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Templado

Utilizando el “StrataPrep DNA Gel Extraction Kit” se purificd el fragmento de gel

correspondiente a la banda de 120pb.
**Se utilizan 300ul de Buffer de extraccion por cada fragmento.
**Se eluye en 50ul de Agua Ultrapura.

Posteriormente se cuantific6 el DNA recuperado, el cual fué utilizado en una
segunda reaccion de PCR. Es necesario llevar a cabo una segunda reaccion de

PCR por las siguientes razones:

e El rendimiento obtenido de la purificacién del gel es muy bajo, no
podra ser usado para la ligacién, pero si como templado para una
segunda PCR

e La segunda PCR sera purificada con el Kit de purificacién de PCR,
con el cual se obtienen buenos rendimientos de DNA

e No se puede utilizar el kit de purificacion de PCR para purificar el
amplicon de la primera reaccion ya que en la primer PCR se tiene el
vector usado como templado, el cual no se quiere purificar. Por eso la

primera purificacion se hace por Gel y la segunda por columna.

Se prepara una segunda reaccion de PCR por duplicado.
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Reactivo Volumen
Master Mix 20uL
Primer Forward Especifico 2uL
Primer Reverso Universal 1.8uL
Templado Purificado PCR1 (Lo proporcional a 20ng)
Agua 26.2uL
Volumen Final 50uL

**Se utiliza el mismo programa del termociclador de la PCR1

Se corren 5ul de cada reaccién en un gel de agarosal.2% / 40min/100V para

confirmar que la reaccion se llevo a cabo correctamente.

Una vez observada la banda a 120pb en el gel se debe purificar el producto de
PCR2 utilizando el “EZ-10 Spin Column PCR Products Purification Kit”

**Se procesan las dos reacciones en una misma columna de purificacion.

Posteriormente se preparan las reacciones de digestion enzimatica para generar los

extremos cohesivos en el vector y en el inserto.

Digestidn del vector pslgl651-sgRNA(F+E) sqGAL4

Se llevan a cabo 3 reacciones para obtener un buen rendimiento de purificacion
(3ug).

Reactivo Volumen
NEBuffer 3.1 (NEB) 2uL
Enzima BstXI (10U) 1uL
Enzima Xhol (10U) 0.5uL
Pladsmido pslq1651-sgRNA(F+E) sgGAL4 -
(1ug)
Agua Utrapura Aforar a 20ul

**La reaccion se incuba a 37°C durante toda la noche para asegurar la digestion completa.

Digestion del Inserto (Producto de PCR2)

Reactivo Volumen
NEBuffer 3.1 (NEB) 2uL
Enzima BstXI (10U) 1luL
Enzima Xhol (10U) 0.5uL
Producto de PCR2 (500ng) -
Agua Utrapura Aforar a 20ul
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| Volumen Final | 20uL |
**L_a reaccion se incuba a 37°C durante toda la noche para asegurar la digestion completa.

Para purificar el Vector Digerido se corre en un gel de Agarosa al 1.2%/30 minutos/
80V.

8,199 pb

Se corta la banda superior correspondiente al Vector vacio (8,199pb) y se procesa
de acuerdo al “StrataPrep DNA Gel Extraction Kit”.

Para purificar el Inserto (Producto de PCR2) digerido se debe confirmar el corte por
las enzimas, corriendo un gel de Acrilamida al 15%/60 minutos/80V. Una vez
confirmado el corte se procede a purificar el Inserto utilizando el kit “EZ-10 Spin
Column PCR Products Purification Kit”.

Ligacion vector-inserto

Se prepara una reaccion de ligacién por cada sgRNA:

**Se utilizo la enzima Ligasa T4 (ThermoFisher)
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Reactivo Volumen
Buffer T4 Ligase 3uL
Ligase T4 (5 Weiss U/ul) 0.6uL
Vector Vacio (pslql651-sgRNA(F+E)
sgGAL4) 200ng
Inserto (Producto de PCR2) 100ng
Agua Utrapura Aforar a 30ul
Volumen Final 30uL

**La reaccidn se incuba a temperatura ambiente (Aprox 25°C) durante 4 horas.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion se procede a transformar E.coli TOP10
Competentes. Para transformar 100uL de Bacterias se utilizaron 10uL del producto
de ligacion.

Las bacterias E.coli fueron incubadas con el producto de ligacion en hielo durante
30 minutos, posteriormente se realiza un choque térmico de 45-60 segundos a 42°C

y se vuelven a incubar en hielo durante 2 minutos.
Se afiade 1ml de medio LB sin antibidtico y se incuba a 37°C/250rpm/2.5 horas.

Después se centrifuga a 4000rpm durante 5 minutos y se decanta el sobrenadante.
Se re-suspende la pastilla celular en 100uL de medio LB y se plaguea en una placa
de LB/AMP. Se incuba durante 16 horas a 37°C.

Validacion de los vectores clonados

Se eligen al menos 10 de las colonias obtenidas, se aislan y se prueban para validar
su identidad. En primera instancia se confirmaron por medio de PCR de colonia.
Utilizando un par de primers especificos, donde el Forward alinea directamente con
la region especifica de cada sgRNA y el primer Reverse es universal para este
vector y alinea con el sitio de corte Xhol. El tamafio del amplicon esperado es de
140pb.

ID SECUENCIA PRIMER FORWARD 5’-3’
NR4A3 GGGCATGTTTATAGTTCAGTACG
DRR-sgRNA
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NR4A3
PRR-sgRNA TTGGAGTCGGGGCGCCCCTTA
NR4A3
T5S-sgRNA TTGTTGGGCGCCGCCGAGAGGTT
ID SECUENCIA REVERSE 5’-3’
REV-UNIV GCCTAATGGATCCTAGTACTCG

Posteriormente las colonias positivas deberan ser validadas con Secuenciacion por

el método de Sanger.

6.4 Transduccién de células C2C12 con el vector de dCas9 y sgRNA para

tratarlas durante diferenciacion con epicatequina

Debido a que el plasmido pslql1651-sgRNA(F+E) sgRNA utilizado para expresar los
SgRNA cuenta con un casette de resistencia a Puromicina y el plasmido plvx-EF1la-
dCas9-CBio-IRES-zsGreen utilizado para expresar la dCas9 no cuentan con casette
de resistencia a antibiético se decidié generar de inicio una linea celular estable

C2C12 gue exprese a los sgRNA.

Produccién Lentiviral

Se sembraron 2 x 10° células Lenti-X 293T en una placa de 60mm con medio de
proliferacion y se incubaron toda la noche. Previamente estas placas fueron tratadas
con colageno para asegurar la adhesién de las células durante toda la produccién
lentiviral ya que tienden a despegarse de la placa a una alta confluencia. A partir de
una solucion stock de colageno al 0.01% en acido acético 0.2%, se prepara una
solucién de trabajo en una relacion 1:4 (colageno stock : etanol 60%) Las placas
son tratadas con esta solucién de trabajo durante al menos 1 hora, se retira la
solucion y se dejan secar con luz UV para asegurar su esterilidad. No se debe
exponer por tiempos prolongados a la luz UV ya que el colageno puede cristalizarse

y dafiar a las células.
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A las células cultivadas toda la noche se les realiza un lavado con PBS y se afiaden
2mL de Medio Opti-MEM, incubandose a 37°C/5% CO2 durante el tiempo de

preparacion de la mezcla de transfeccion.

Para cada placa de 60mm se utilizan las siguientes cantidades de plasmido:

Vector Cantidad
psPAX2 4ug
pCMV-VSV-G 1.2ug
pslq1651-sgRNA(F+E)-sgRNA | 7.8ug

En un tubo se genera la mezcla A en la cual se diluyen 24uL de Lipofectamina 3000
en 125uL de Opti-MEM y se vortexea durante 2-3 segundos. En otro tubo se prepara
la mezcla B, se toma el volumen proporcional a la cantidad de cada plasmido y se
diluye en 125uL de Opti-MEM, se afiaden 20uL del reactivo p300 y se mezcla bien
por pipeteo. Posteriormente se afiade la mezcla B a la mezcla A y se mezcla por
pipeteo. Se incuba a temperatura ambiente de 15-25 minutos para que se formen
los complejos y una vez pasado este tiempo se afiade directamente por goteo a las
células Lenti-X 293T con Opti-MEM. Se dejan incubar durante 5-6 horas, se retira
el medio con los complejos de transfeccion y se cambia por medio de proliferacion.
A partir de este momento se inicia la produccion de los lentivirus y se cuentan de
48-72 horas para recuperar el sobrenadante donde se encontraran los lentivirus que

seran utilizados para la transduccion.

Se deben sembrar 70,000 células C2C12 por pozo con medio de proliferacién en
una placa de 6 pozos, 48 horas previas a la recuperacion de los lentivirus. Y una
vez recuperado el sobrenadante lentiviral se centrifuga a 1000rpm/4°C/5 minutos
para sedimentar cualquier remanente de células Lenti-X. Se recupera el
sobrenadante en otro tubo y se le afiade SFB a un 10% y polybrene a una
concentracion final de 10ug/mL. Se reemplaza el medio de las células C2C12 por
1.5mL de esta mezcla Lentiviral por pozo, se incuba a 37°C/5% CO2 de 24-36 horas
y se cambia por medio de proliferacion.
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Después de 48hrs en medio de proliferacion se cambia por medio de seleccion el
cual incluye 1.2ug/mL de Puromicina. Una vez que llegaron a una alta confluencia
se debe realizar el pase de estas células para evitar que comiencen su
diferenciacion. Cuando las células fueron seleccionadas durante 6 dias con
Puromicina una fraccién fue almacenada con SFB/DMSO (90%/10%) a -80°C en

alicuotas y la otra fraccion fue utilizado para los experimentos siguientes.

Para generar los lentivirus con el vector dCas9-CBio-IRES-zsGreen utilizado para
expresar la dCas9 se siguio la misma estrategia que para los sgRNAs. Sin embargo
se realizé una produccion de mayor volumen utilizando placas de 100mm, donde se
sembrd la noche anterior a la transfeccion 4 x108 células Lenti-X por placa. Se ajusté

la cantidad de plasmido a:

Vector Cantidad
psPAX2 8.4ug
pCMV-VSV-G 3.4ug
dCas9-CBio-IRES-zsGreen 13ug

A las células cultivadas toda la noche se les realiza un lavado con PBS y se afiaden
2mL de Medio Opti-ME, incubdndose a 37°C/5% CO2 durante el tiempo de

preparacion de la mezcla de transfeccion.

En un tubo se genera la mezcla A en la cual se diluyen 42uL de Lipofectamina 3000
en 250uL de Opti-MEM y se vortexea durante 2-3 segundos. En otro tubo se prepara
la mezcla B, se toma el volumen proporcional a la cantidad de cada plasmido y se
diluye en 250uL de Opti-MEM, se afiaden 38uL del reactivo p300 y se mezcla bien
por pipeteo. Posteriormente se afiade la mezcla B a la mezcla A y se mezcla por
pipeteo. Se incuba a temperatura ambiente de 15-25 minutos para que se formen
los complejos y una vez pasado este tiempo se afiade directamente por goteo a las
células Lenti-X 293T con Opti-MEM. Se dejan incubar durante 5-6 horas, se retira
el medio con los complejos de transfeccion y se cambia por medio de proliferacion.

A partir de este momento se inicia la produccion de los lentivirus y se cuentan de
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48-72 horas para recuperar el sobrenadante donde se encontraran los lentivirus que

seran utilizados para la transduccion.

Se sembraron 12 cajas de 100mm con 750,000 células C2C12-PRR-Nr4a3 con
medio de proliferacion durante 48 horas previas a la recuperacion de los lentivirus.
De igual forma se sembraron 12 cajas de 100mm con 750,000 células C2C12-GAL4
con medio de proliferacion durante 48 horas previas a la recuperaciéon de los
lentivirus. Una vez recuperado el sobrenadante lentiviral de 8 cajas se centrifuga a
1000rpm/4°C/5 minutos para sedimentar cualquier remanente de células Lenti-X.
Se recupera el sobrenadante en otro tubo y se le aflade SFB a un 10% y polybrene
a una concentracion final de 10ug/mL. Se reemplaza el medio de las 12 cajas
C2C12-PRR-Nr4a3 y de las 12 cajas C2C12-GAL4 con 2mL de Opti-MEM y se le
anaden 2.8mL de esta mezcla Lentiviral, se incuba a 37°C/5% CO2 durante 36

horas y se cambia por medio de proliferacion.

6.5 Confirmacion de la eficiencia del sistema CAPTURE mediante geles

desnaturalizantes

Extraccidn de nucleos

Una vez que las células transducidas con la dCas9 llegan a confluencia de 80-90%
se cambia el medio de proliferacion por medio de diferenciacion y se lleva a cabo el
tratamiento con Epicatequina y DMSO. Cumplidas las 120hrs de diferenciacion se
lavan 2 veces con PBS frio y se recuperan con ayuda de una espatula para ser
transferidos a un tubo de 15mL. Es posible juntar las células de 2 cajas de 100mm

en un tubo para ser procesadas en conjunto.

Previamente se preparan las soluciones:
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Soluciones Stock Buffer NI Buffer de Lisis
Tris-HCI 1M pH 7.5 15 mM 15 mM
Sacarosa 900 mM 300 mM 300 mM
HEPES 150 mM 10 mM 10 mM

KCIl 900 mM 60 mM 60 mM
MgCl240 mM 4 mM 4 mM
NaCl 450 mM 5mM 5mM
DTT 1M 1ImM ImM
NP-40 - 0.8%

**|_as soluciones de trabajo deben almacenarse y utilizarse en frio.

Se centrifugan las células a 1000rpm/4°C/5 minutos. Se decanta el sobrenadante y
se afladen 2mL de buffer Ni, se resuspende el pellet celular y se afiaden 2mL de
buffer de Lisis. Se mezcla por pipeteo y se deja incubar durante 20 minutos en hielo.
Posteriormente se mezcla por pipeteo y se transfiere a un homogenizador, se le dan
40 golpes y se recuperan los nacleos a un tubo nuevo de 15mL. Se centrifuga a
1000rpm/4°C/5 minutos, se decanta el sobrenadante, se observa una alicuota de
10uL en el microscopio para asegurarse de que los nucleos se hayan liberado de
los miotubos y se entrecruzan en 2mL de PBS con 1% de formaldehido durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se detiene el entrecruzamiento afiadiendo Glicina
a una concentracion final de 0.125M e incubando durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Cumplido el tiempo se centrifugan a 1000rpm/4°C/5 minutos se decanta
el sobrenadante y se realiza un lavado con PBS frio, se vuelve a centrifugar a las
mismas condiciones y se vuelve a observar una alicuota de 10uL en el microscopio

para asegurar que los nucleos no se hayan dado durante este proceso.

En este punto los nlcleos pueden ser almacenados en seco a -80°C para ser

procesados posteriormente.

Estandarizacién del tamario de los fragmentos de cromatina
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Debido a que el tamafio de los fragmentos de cromatina puede variar dependiendo
las condiciones y el equipo de sonicacidn, es necesario estandarizar esta condicion

para asegurar que el rango de tamafio oscile entre los 500-1000pb.

Se prepara previamente la siguiente solucion:

Soluciones Stock B“fﬁzcdlgal—riSiS
Tris-HCI 1M pH 7.5 50 mM
EDTA 500mM 1 mM
SDS 20% 0.5%

Se resuspenden los ndcleos extraidos en 400uL de Buffer de Lisis nuclear y se
mantiene el tubo en hielo durante los pasos siguientes. En este caso se us6 un
sonicador Sonics VCX 130 y la condicion utilizada fue 5 segundos de pulso con 10
segundos de descanso. Las células se someten a 11 pulsos y entre cada uno se

tomo una alicuota de 25uL para analizar los tamafios de cromatina fragmentada.

Una vez terminados los 11 pulsos se trata cada alicuota afiadiendo 2uL de NaCl
5M, 2uL de Proteinasa K (10ug/uL) y 0.5uL de RNasa (1ug/uL), se mezcla bien por

pipeteo y se incuba a 65°C de 3-4 horas para revertir el entrecruzamiento.

Posteriormente se lleva a cabo una extraccion rapida con Fenol:Cloroformo y el
DNA extraido se carga a un gel de agarosa al 1% para observar los tamafos
obtenidos con cada uno de los 11 pulsos realizados. Como resultado se obtuvo que
la condicién que beneficia mas para obtener fragmentos de cromatina de 500 a 1000
pb es de 11 pulsos de 5 segundos y 10 segundos de descanso a una amplitud de
30%.

Una vez obtenida la condicién de sonicacion se procede a trabajar con los ndcleos

previamente recuperados.
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Purificaciéon del sistema CAPTURE

Previamente se deben preparar las siguientes soluciones.

Buffer de Buffer 8M Buffer de B_u,ffer de
Buffer RIPA Lisis celular Urea union 1P union IP sin
NaCl

50mM Tris-HCI (pH 25mM Tris- 10mM Tris- | 20mM Tris- 20mM Tris-HCI
7.4) HCI(PH 7.4) | el (pH 7.4) | HCI (pH 7.5) | (pH 7.5)
1% NP-40 85mM KClI 1mM EDTA | 150mM NaCl | 1mM EDTA
0.25% Desoxicolato 0.1% Tritén 8M Urea
de Sodio (NaDOC) X-100 1 mMEDTA | 0.1% NP-40
150 mM NaCl 0.1% NP-40 | 10% Glicerol
0.1% SDS 10% Glicerol
2 mM EDTA

Se resuspenden los pellets nucleares en 400uL de buffer de lisis nuclear pipeteando

lentamente hacia arriba y hacia abajo y se incuban durante 10 minutos a
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temperatura ambiente. Se les afiade 1.2 mL del buffer de Urea y se mezclan
invirtiendo el tubo. Se centrifugan a 16,100xg durante 25 min a temperatura
ambiente y se retira el sobrenadante por completo. Esto se repite tres veces mas
hasta que el sobrenadante esté claro. Después se resuspenden en 400uL de buffer
de lisis nuclear pipeteando lentamente y se afiade 1.2 mL de buffer de lisis nuclear
para lavar la urea. Se centrifugan a 16,100xg durante 25 min a temperatura

ambiente. Este paso de lavado se repite una vez mas.

Una vez lavados los nucleos se resuspenden en 400uL de buffer de lisis celular
pipeteando lentamente y se agrega 1.2 ml de buffer de lisis celular para lavar el
SDS. Se centrifuga a 16,100xg durante 25 min a temperatura ambiente. Este paso

se repite una vez mas.

Se resuspende la cromatina lavada en 600uL de Buffer de unién IP sin NacCl
mediante pipeteo. Se reparten 100ul en 6 tubos y cada uno se afora a 400uL con el
Buffer de union IP sin NaCl. Se toma una alicuota de 40uL de cada tubo antes de

iniciar a sonicar para ser tomado como Input posteriormente en el gel de acrilamida.

Se sonica 11 veces cada tubo con pulsos de 5 seg y 10 seg de descanso. ** La

condicién estandarizada fue usada para 2 millones de nucleos.

Se centrifugan los tubos sonicados a 16,100xg por 5 minutos a 4°C. Se transfiere el
sobrenadante de los tubos centrifugados a un tubo nuevo para inmunoprecipitar con

perlas magnéticas de Estreptavidina.

Se afladen 5 M de NaCl a la cromatina fragmentada hasta una concentracion final

de 150 mM y se mezcla por inversion.

Antes de tomar las perlas de estreptavidina se mezclan bien vortexeandolas y se
toman 50 ul de suspension por Inmunoprecipitacion. Se lavan las perlas magnéticas
de estreptavidina dos veces con 1 ml de buffer de unién IP y se separan con la
gradilla magnética. Se resuspenden las perlas en 25 ul de buffer de union IP y se
afiade el sobrenadante con la cromatina fraccionada y se incuban los tubos a 4°C

durante la noche con rotacion.
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Al dia siguiente se recuperan las perlas con una gradilla magnética y se guarda el

sobrenadante que contiene las proteinas no unidas.

Se resuspenden las perlas en 1 ml de buffer de union IP (se deben mezclar los 2
tubos de muestra en uno solo) y se incuban durante 10 min a 4°C con rotaciéon. Se
separan las perlas con la gradilla magnética para eliminar completamente el

sobrenadante. Este paso de lavado se repite 4 veces mas.

Después del ultimo lavado se vuelven a resuspender las perlas en 100 ul de buffer
de unién IP. Se recuperan las perlas con la gradilla magnética y se retira el

sobrenadante tanto como sea posible con una punta de pipeta.

Se agregan 30 ul de buffer RIPA y 10 ul de buffer de carga Laemmli suministrado
con 6% de B-mercaptoetanol a las perlas secas. Se incuban a 95°C durante 20 min
cuidando no pasar de este tiempo para evitar la degradacién de proteinas. Se
recuperan las perlas con la gradilla magnética y el sobrenadante es cargado en
geles SDS-PAGE.
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Resultados

7.1 Evaluacién de la expresion de genes candidato

Tratamiento de células C2C12

Después del tratamiento de las células C2C12 durante la diferenciaciébn con
Epicatequinay DMSO, se observaron cambios morfologicos en los miotubos, siendo

estos de un mayor grosor a comparacion del control, como se observa en la Figura

4.

Epicatequina 20uM Control (DMSO)

C2C12 120Hrs Diferenciacion

Figura 4. Miotubos C2C12 tratados durante 120 horas de diferenciacion. Las lineas blancas
representan el perimetro de los miotubos de mayor grosor tratados con Epicatequina.

Integridad de RNA

Una vez purificado y cuantificado el RNA se cargaron 500ng al gel de agarosa para

comprobar su integridad, observando las bandas integras del RNA ribosomal 28s y

18s, por lo que estas muestras fueron utilizadas para los experimentos siguientes.
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Experimento 1 2 3 4 5
Tratamiento EPI DMSO EPI DMSO EPI DMSO EPI DMSO EPI DMSO

rRNA 28s >

rRNA 18s >

Figura 5. Gel de agarosa al 1%. RNA extraido de células C2C12 tratadas con Epicatequina
20uM y DMSO durante 120hrs de diferenciacion

PCR punto final

Utilizando el cDNA obtenido a partir de la RT-PCR se llevaron a cabo reacciones de
PCR punto final con los primers para el gen endégeno RPS18y los genes candidato.
En el gel de agarosa se observa que tanto para el control con DMSO como el
tratamiento con Epicatequina los genes se expresan en ambas condiciones y lo
primers utilizados son especificos, presentando una banda definida a la altura

aproximada de 120pb.

RPS18 PGCla NR4A3 PERM1 PDK4
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Figura 6. Gel de Agarosa al 1.5% con los productos de PCR del gen endégeno RPS18 y
los genes candidato Pgcla, Nr4a3, Perm1, Pdk4. (-) Control Negativo.

gPCR

Se utilizo el mismo cDNA para cuantificar la expresion de los genes, comparando el

control con el tratamiento de epicatequina y utilizando como referencia el gen
enddégeno RPS18 por el método AACT. Observando las primeras cuantificaciones

se determiné que los genes candidato que representan un mayor cambio durante el

tratamiento con Epicatequina son Nr4a3 y Perml, por lo que se decidié seguir

trabajando solo con estos genes. También se decidio cuantificar al gen MyoG como

marcador de diferenciacion.
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Figura 7. Gréficos de expresién de los genes blanco Nr4a3 y Perm1 con una n=5. Marcador
de diferenciacion MyoG con una n=3. Tabla de promedios con la razén de cambio para

cada gen.

Tratamiento de células C2C12 durante diferenciacion con Forskolina

Para corroborar in vitro que los genes NR4A3 y PERM1 modifican su expresion

con la actividad fisica, se utilizd la molécula Forskolina la cual se ha observado

gue es capaz de mimetizar el ejercicio en cultivos celulares de acuerdo a lo

reportado por Vinel et al. en 2018.

Forskolina 100uM

C2C12 120Hrs Diferenciacion

Control (DMSO)

J
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Figura 8. Miotubos C2C12 a 120 horas de diferenciacion, tratados durante 48 hrs con

Forskolina 100uM.

NR4A3 Perm1
4 - ns
*% 107 —
s o
c 3 g) 8-
©
/= ©
5} { s
k) 9 6
= 2 - ko]
° ©
('8
< '8 4
= <
17 =
€ = 2
0- ¢ 0-
\gd o
o\}é s & \>‘\?' ,éo
N © S
2 N
R &
< L

Fold Change
NR4A3 2.83085
PERM1 4.3799

43



Figura 9. Gréficos de expresion de los genes blanco Nr4a3 y Perm1 con una n=5. Marcador
de diferenciacion MyoG con una n=3. Tabla de promedios con la razén de cambio para
cada gen.

Como se puede observar en la figura 8, existe un cambio en la morfologia de los
miotubos tratados con Forskolina, los cuales son de un mayor grosor a diferencia

de los controles, mostrando cierto grado de hipertrofia.

Con respecto a la expresion de los genes podemos observar que tanto Nr4a3 como
Perml tienden a aumentar su expresion con Forskolina, siendo mayormente
significativo el gen Nr4a3. Lo que nos indica que ambos genes responden ante el

ejercicio mimetizado in vitro con esta molécula.

7.2 Disefio de los sgRNAs dirigidos hacia regiones de los genes blanco

Observando que los genes Nr4a3 y Perml siguen una tendencia a aumentar su
expresion con el tratamiento de Epicatequina, se realizé el disefio de los sgRNAs
para ambos genes.

SsgRNAs Nr4a3

A2 EEETTC ccf1 682 4qB3  [4aci CoOlETSEIN oC: MERE 4aCo EReEl 4aD1 DN |

4gA1
Scale 10 kb} | mmo
chr4: 48,050,00 m 4a.oss.ooo| | 48,065,000 48,070,000/ 48,075,000|
blat on YourSeq
DRR PRR
Nrda3 mm

Ichrd (qB1)

YourSeq YourSeq
UCSC Genes (RefSeq, GenBank, tRNAs & Comparative Genomics)
& - i
Nrda [ -1
100 Skeletal Muscle DNasel HS Signal Rep 1 from ENCODE/UW
P R L_‘A.__AAA“.L-—‘._.“ ITHRT QSRS TYEERESRNESEXNRARTIENRERNNEN
Skeletal Muscle DNasel HS Hotspots Rep 1 from ENCODE/UW

Figura 10. Regiones blanco Nr4a3. Esquema modificado, tomado de UCSC
(http://genome.ucsc.edu) donde se muestran las 3 regiones blanco TSS, PRR, DRR para
el gen Nr4a3.
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DISTANCIA

ID SECUENCIA ETSS BLANCO
Nr4a3 28agaaCCACCTTGTTGGGCATGTTTATAGTTCAGTAC | 7,301pb | Region Distal
DRR-sgRNA | GTTTAAGAGCTATGCTGGAAACAGCA rio arriba | Regulatoria
Nr4a3 PRR- | ggagaaCCACCTTGTTGGAGTCGGGGCGCCCCTTAGCG | 1,946 pb Pf:g)g(i';nal
sgRNA GTTTAAGAGCTATGCTGGAAACAGCA rio arriba .

Regulatoria
Nr4a3 ggagaaCCACCTTGTTGGGCGCCGCCGAGAGGTTCCGE | 367 pbrio | — oo
T5S-sgRNA | GTTTAAGAGCTATGCTGGAAACAGCA abajo

Tabla 1. Primers Forward para clonar los sgRNAs del gen Nr4a3 en el vector de
sobreexpresion lentiviral. En rojo se muestra la estructura del sgRNA y en negro la
secuencia especifica.

SgRNAS Perm1
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Figura 11. Regiones blanco Nr4a3. Esquema modificado, tomado de UCSC
(http://genome.ucsc.edu) donde se muestran las 3 regiones blanco TSS, PRR, DRR para
el gen Nr4a3.

DISTANCIA

ID SECUENCIA DE TSS BLANCO
Perml ggagaaCCACCTTGTTGGGGCAGATATCTGTAAATATG 3,812 pb Region Distal
DRR-sgRNA | GTTTAAGAGCTATGCTGGAAACAGCA rio arriba Regulatoria
Perm1 £gagaaCCACCTTGTTGGCGTGTCTTCTGAGGCCGGAA | 1,319 pb Plis)%ilr?qr;l
PRR-sgRNA | GTTTAAGAGCTATGCTGGAAACAGCA rio arriba .

Regulatoria

Perml ggagaaCCACCTTGTTGGGGGTCAGAGACTGAAGGCTT | 310 pbrio TSS Perm1
TSS-sgRNA | GTTTAAGAGCTATGCTGGAAACAGCA abajo

Tabla 2. Primers Forward para clonar los sgRNAs del gen Nr4a3 en el vector de
sobreexpresion lentiviral. En rojo se muestra la estructura del sgRNA y en negro la
secuencia especifica.
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Control negativo

Como control negativo se utilizara el plasmido original pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgGal4 que cuenta con un sgRNA el cual no va dirigido a ninguna region del genoma

de raton.
DISTANCIA
ID SECUENCIA DE TSS BLANCO
sgGAL4 AACGACTAGTTAGGCGTGTA Ninguna Co ntr.ol
Negativo

Tabla 3. Secuencia del sgRNA usado como control negativo.

7.3 Clonacién de los sgRNA en un vector de sobre-expresion

Caracterizacién de los vectores por enzimas de restriccion.

Plasmido: PAX2 Plasmido: N2c/VSVg

Enzima: EcoRl Enzima: EcoRlI

4= 5639pb

4= 1574pb

46



Plasmido: Pslq1651- Plasmido: CAPTURE2_pLVX-
sgRNA(F+E)-sgGAL4 EFla-dCas9-CBio-IRES-
zsGreenl

Enzima: BstXI

Enzimas: BstXI, Xhol

4= 3190pb

¢ 10,210pb

g 1800PD

1500pb

¢ 1200pb

4= 113pb

Figura 12. Geles de Agarosa al 1.2% cargados en el orden: Marcador de peso molecular

1kb, Vector sin digerir, Vector digerido para cada uno de los plasmidos caracterizados.

Cada uno de los plasmidos fue digerido correctamente, observando el patron de

bandas esperado.

Una vez identificados correctamente los plasmidos de empaquetamiento lentiviral
psPAX2 y pCMV-VSV-G, asi como los plasmidos de sobreexpresion lentiviral
pslq1651-sgRNA(F+E)-sgGAL4 y CAPTURE2_pLVX-EFla-dCas9-CBio-IRES-
zsGreenl, se continud con la clonacion de los sgRNA.

Utilizando los Primers especificos de cada region objetivo se genero el fragmento
a clonar en el vector pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4. Se selecciono el gen Nr4a3
para continuar con la estrategia de captura debido a que fue el gen que aumento
MAas su expresion, por lo que se clonaron sus 3 regiones objetivo en el vector de

sobreexpresion lentiviral.
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NR4A3
1

Figura 13. Gel de Agarosa 1.5% con los fragmentos a clonar, amplificados con el Primer

Forward especifico de cada regién del gen Nr4a3.

El vector pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4 cuenta con las siguientes

caracteristicas:

» Sitio de restriccion para clonar sgRNA utilizando las enzimas Bstxl, Xhol.
» Resistencia a Puromicina para la generacion de células estables.

» Marcador mCherry para su seguimiento por fluorescencia.

Se generaron los siguientes plasmidos:

A. pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgNr4a3-TSS
B. pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgNr4a3-PRR
C. pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgNr4a3-DRR
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Figura 14. Cajas LB/Ampicilina plagueadas con E.coli TOP10 transformadas con el
producto de ligacién de los sgRNA del gen Nr4a3 para las 3 regiones TSS,PRR,DRR.

Se seleccionaron 5 colonias de cada caja para ser probadas por PCR punto final.

COLONIAS PROBADAS
1 ) 3 4 s () RXN () GAL4

Figura 15. Gel de Agarosa 1.5%. PCR de colonia para el vector A. pSLQ1651-
SgRNA(F+E)-sgNr4a3-TSS. Control (-): sin templado. Control (-)GAL4: Vector pSLQ1651-
SgRNA(F+E)-sgGal4.
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COLONIAS PROBADAS
1 2 3 4 5 (JRXN()GAL4

Figura 16. Gel de Agarosa 1.5%. PCR de colonia para el vector B. pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgNr4a3-PRR. Control (-): sin templado. Control (-)GAL4: Vector pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgGal4.

COLONIAS PROBADAS
(-) RXN (-) GAL4

Figura 17. Gel de Agarosa 1.5%. PCR de colonia para el vector C. pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgNr4a3-DRR. Control (-): sin templado. Control (-)GAL4: Vector pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgGal4.
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La mayoria de las reacciones de PCR fueron positivas para su vector
correspondiente. Una vez observado esto se tomaron dos de las colonias positivas

de cada region, se extrajo el plasmido y fue secuenciado por el método de Sanger.

A

20 40 60

| |
NRAAZBTSSSGRNA - - - - - oo oo oo oo - ggHcHE BEEEETTCTT ccclcBEcEE cAcHccTiEE cEcTTTHAECHE 46
RC SEQDO3-RC GHMmTcHcEE TATARCTATE llIIGGlGll EEAEETTCTIT ccclcEEcCEE cHGEGCTTEE cEcTTTHACH 7o
meemus GTTTTGAGAC TATAAGTATC CCTTGGAGAA CCACCTTGTT GGGCGCCGCC GAGAGGTTCC GCGTTTAAGA

eonsension, o oo et (U [TTTT T T PR T TN TN

NRAASPRRSGRNA; =i = = = mmimimnm mimims o simimmen mpms o goHcEE IIIIIIIGII GGHGTEGGGE IGIIIIIIIG BGcTTTHEACH 46
SEQDO1-RC-RC GEFTTCHCEE TETABRCTATE IIIIGGIGII EEAEETTCTT cclcTBcccc EcEEEETTAC EccTTTAACE 70
Consensus GTTTTGAGAC TATAAGTATC CCTTGGAGAA CCACCTTGTT GGAGTCGGGG CGCCCCTTAG CGGTTTAAGA

consereter, o oprneene oo LU (T T T T T T

20 4[) 60

C 20 40 6 0

NRAAZDRRSGRNA, wisimivicwim o oz o oimioimisioinie o == = ggqHEE IIIIIIGIIG GCEATCTTTA IIGIIIIGII BcimTAECHEG 47
sEqDos-RC-RC [fTTcHCAET ATEECTATEE IIIGGIGIII BERETTCTNGC cCEATGTTTIE THcTTEAGTE BcTmTmEEcEG 70

Cmsmsm TTTTGAGACT ATAAGTATCC CTTGGAGAAC CACCTTGTTG GGCATGTTTA TAGTTCAGTA CGTTTAAGAG

°°“Se’“"°&|n|nu||||||||x OMOOTOC AT HTHHlH”H HHHMH‘M‘ ’HHHHMHH HHMHHM HHHHMHHH

Figura 18. Alineamientos de la secuencia especifica clonada y el resultado de la
secuenciacion por el método de Sanger. A) pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgNr4a3-TSS. B)
pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgNr4a3-PRR. C) pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgNr4a3-DRR.

Para cada una de las regiones se obtuvo un alineamiento del 100% con la regién
especifica clonada. Por lo que se utilizaron estos plasmidos para continuar con la

produccion de los lentivirus en la linea celular Lenti-X 293T.

7.4 Transduccion de las células C2C12 con el vector de dCas9 y sgRNA para

tratarlas durante diferenciacion con epicatequina.

De los sgRNAs clonados en el vector de sobreexpresion lentiviral se selecciond la
region PRR para continuar con la generacion de la linea celular estable C2C12-
PRR-Nr4a3 y su control Negativo C2C12-GALA4.
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Ademas de la resistencia de estas células al antibiético puromicina, se observaron
en el microscopio de fluorescencia para asegurarse de que estuvieran expresando

al marcador m-Cherry.

Figura 19. Mioblastos C2C12 transducidos con el vector lentiviral pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgGal4.

DAPI mCherry + Merge

Mioblastos C2C12
sgRNA GAL4

Figura 20. Mioblastos C2C12 transducidos con el vector lentiviral pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgGal4. Co-localizacion de los nucleos tefiidos con DAPI y la fluorescencia emitida por el
marcador m-Cherry.
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Figura 21. Mioblastos C2C12 transducidos con el vector lentiviral pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgNr4a3-PRR

DAPI mCherry + Merge

Mioblastos C2C12
sgRNA PRR NR4A3

Figura 22. Mioblastos C2C12 transducidos con el vector lentiviral pSLQ1651-sgRNA(F+E)-
sgNr4a3-PRR. Co-localizacion de los nacleos tefiidos con DAPI y la fluorescencia emitida
por el marcador m-Cherry.

Como se puede observar en las figuras 19 a 22, las células C2C12 transducidas
tanto con el vector clonado pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgNr4a3-PRR, como con el
vector utilizado como control negativo pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4, emiten la
fluorescencia generada por el marcador m-Cherry y co-localizan con sus nucleos,
por lo que se continud trabajando con estas dos lineas C2C12 estables que

expresan a los sgRNAs.
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Se produjeron los lentivirus para expresar a la proteina dCas9 utilizando el vector

plvx-EFla-dCas9-CBio-IRES-zsGreen, el cual cuenta con las siguientes

caracteristicas:

>

>

Marcador de fluorescencia zsGreen.
Vector lentiviral.

Expresa a la proteina dCas9 la cual esta acoplada en el extremo carboxilo a
un sitio aceptor de biotina de 69 aminoacidos reconocido por ligasas de

proteina-biotina eucariotas.

Se utilizaron 12x108 células por cada condicién, teniendo 4 condiciones

experimentales para ser transducidas con los lentivirus del vector plvx-EFla-dCas9-
CBio-IRES-zsGreen.

C2C12-GAL4 para ser tratado con Epicatequina durante la diferenciacion.
C2C12-GALA4 para ser tratado con DMSO durante la diferenciacion.
C2C12-PRR-Nr4a3 para ser tratado con Epicatequina durante la
diferenciacion.

C2C12-PRR-Nr4a3 para ser tratado con DMSO durante la diferenciacion.

Dichos tratamientos se llevaron a cabo 24 horas después de la transduccion,

cambiando el medio de proliferacion por medio de diferenciacién suplementado con
Epicatequina 20uM o DMSO.

Las células fueron recuperadas a las 120hrs de Diferenciacion para continuar con

la purificacion del sistema de captura.

Para ambas lineas celulares se observé una reduccion en la capacidad de

diferenciacion, sin embargo, aun se pueden observar miotubos formados a las
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120hrs de Diferenciacion. Por lo que se decidi6 utilizar estas células para realizar la

purificacion del sistema de captura.

Epicatequina 20uM Control (DMSO)

C2C12-PRR-Nr4a3-dcas9
120Hrs Diferenciacion

Figura 23. Miotubos C2C12-PRR-Nr4a3-dcas9 tratados con Epicatequina 20uM o DMSO
durante 120 hrs de Diferenciacion.

Epicatequina 20uM Control (DMSO)

C2C12-GAL4-dcas9
120Hrs Diferenciacion

Figura 24. Miotubos C2C12-GAL4-dcas9 tratados con Epicatequina 20uM o DMSO durante
120 hrs de Diferenciacion.
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C2C12-GAL4-dcas9

De igual forma previo a la recuperacion de las células, estas fueron observadas en
el microscopio de fluorescencia para corroborar la expresion del marcador zsGreen,

indicativo de la expresion de la proteina dCas9.

mCherry zsGreen Merge
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Figura 25. Fluorescencia de Miotubos C2C12-PRR-Nr4a3-dcas9 tratados con Epicatequina
20uM durante 120 hrs de Diferenciacion.
mCherry zsGreen Merge
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Figura 26. Fluorescencia de Miotubos C2C12-GAL4-dcas9 tratados con Epicatequina

20uM durante 120 hrs de Diferenciacion.

7.5 Confirmacion de la eficiencia del sistema CAPTURE mediante geles

desnaturalizantes

Una vez recuperados los ndcleos de las 12 millones de células para cada una de

las 4 condiciones, fueron entrecruzados con formaldehido para preservar las
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interacciones proteina-DNA y se realiz6 la purificacion del sistema de captura

utilizando la afinidad de la estreptavidina por la proteina dCas9 biotinilada.

Figura 27. Microscopia de nucleos entrecruzados, extraidos de miotubos expresando el
sistema CAPTURE a las 120 hrs de diferenciacion.

Se analizaron las proteinas recuperadas para cada condicion utilizando un gel de

poliacrilamida tefiido con plata.

Figura 28. Gel de poliacrilamida al 12%, tefiido con plata. IP: Input. 1) C2C12-GAL4-dCas9-
DMSO. 2) C2C12-GAL4-dCas9-Epicatequina. 3) C2C12-PRR-Nr4a3-DMSO. 4) C2C12-
PRR-Nr4a3-Epicatequina.
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Los carriles 1 y 2 fueron cargados con los extractos proteicos de los sgRNAs
controles tratados con DMSO y Epicatequina correspondientemente. Donde el
sistema de captura no va dirigido a ninguna region objetivo del genoma de ratén.
En este extracto se espera ver las proteinas de fondo, es decir, aquellas proteinas
biotiniladas o que pudieron haberse purificado durante la separacion con las perlas
de estreptavidina. En el carril 3 y 4 se cargaron los extractos proteicos de los
sgRNAs dirigidos a la region proximal del gen Nr4a3 tratados con DMSO vy
Epicatequina. Donde es de esperarse encontrar mas proteina y observar diferencias
con respecto al SgRNA control de los carriles 1 y 2.

La proteina dCas9 utilizada tienen un peso estimado de 166kDa, la cual esperaba
observarse en los 4 carriles a la altura aproximada de 150kDa sin embargo, sélo se
distingue una linea muy tenue, esto puede deberse a la unién no covalente pero de
alta afinidad que presenta la estreptavidina por la biotina acoplada a la dCas9, por
lo que es posible que la proteina se quedara acoplada a las perlas magnéticas y no

se haya liberado al deshacer el entrecruzamiento.

Se observa mucho ruido de fondo debido a la sensibilidad que presentan las
tinciones con plata, lo cual vuelve mas complicado el analisis ya que las diferencias
no son muy claras entre el control negativo y el sgRNA PRR-Nr4a3. Es de destacar
que al parecer existe un enriquecimiento de proteinas entre las bandas de 35 a
55kDa para los carriles 3 y 4, pero no para los carriles 1 y 2 como se sefiala en la
region del recuadro de la Figura 28. Lo que puede indicar que las proteinas
especificas del locus PRR del gen Nr4a3 se encuentren concentradas a esta altura
del gel, a un peso aproximado de 45kDa.

Debido a que las proteinas especificas que se busca purificar corresponden a
Factores de transcripcion, las cuales son proteinas de un bajo peso molecular y
tienen un valor promedio aproximado de 50kDa, es posible que las diferencias
observadas en el gel correspondan a estos Factores de transcripcion especificos de
esa region de regulacion de Nr4a3. Para responder esta pregunta, se continuara
con la identificacion y analisis de la identidad de estas proteinas purificadas por

espectrometria de masas para validar esta hipotesis.
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Discusioén

Los efectos reportados en los antecedentes acerca de los tratamientos con
Epicatequina, muestran como esta molécula promueve el aumento de proteinas
relacionadas con la funcion mitocondrial, asi como de complejos mitocondriales de
la fosforilacion oxidativa en musculo esquelético. Estos reportes nos condujeron a
plantear la posibilidad que los genes Nr4a3 y Perm1 también se vieran afectados
en su expresion al ser tratados con epicatequina. Por ello, se decidié evaluar su
expresion a nivel transcrito in vitro, resultando en un aumento significativo para
ambos genes, al menos con una confianza estadistica del 90%. Por lo que se
deduce que esta molécula provoca cambios en la regulacion transcripcional de
dichos genes, sin embargo, no se conoce cual es el mecanismo molecular que

modifica su expresion.

Para resolver esa incégnita la mejor estrategia es analizar los elementos de
regulacion transcripcional de cada gen y observar sus diferencias con y sin
tratamiento de epicatequina, esperando observar un reclutamiento diferencial de
estos factores de transcripcion que fungen como elementos de respuesta ante el

tratamiento.

Resulta complicado analizar los elementos asociados a una region especifica de
regulacion del ADN, sin tener factores de transcripcion candidatos responsables de
su posible regulacién. Por esta razon, se utilizo el sistema CAPTURE debido a su
especificidad y capacidad de inmunoprecipitar complejos de cromatina tan solo

dirigiendo este sistema a una secuencia especifica del genoma.

Esta estrategia CAPTURE presenta algunas ventajas a diferencia de otras
estrategias utilizadas para identificar proteinas asociadas a complejos de cromatina.
El uso de anticuerpos dirigidos a una proteina conocida para inmunoprecipitar los
complejos de cromatina, puede resultar en la deteccion de complejos de otras
regiones del genoma ademas de nuestra region de interés, dado que los anticuerpos

van dirigidos a una proteina qué puede localizarse en varios loci qué no son los de
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interés, lo cual hace qué este método sea inespecifico y adicionalmente requiere

del conocimiento previo de moléculas detectadas en este locus.

Aprovechando la capacidad de este sistema de purificar las proteinas asociadas a
una region de cromatina especifica, se disefiaron sgRNAs dirigidos hacia las
regiones reguladoras de la transcripcion del gen Nr4a3, especificamente se utilizd
el sgRNA que dirige a una region reguladora proximal. Dichas proteinas purificadas
fueron analizadas por medio de un gel desnaturalizante, el cual fue tefiido con plata
para lograr observar estas proteinas y sus modificaciones con una mayor

resolucion.

Debido a que el gel tefiido presenta mucho ruido de fondo, es complicado realizar
un analisis cualitativo del mismo, sin embargo, parece ser que aproximadamente a
la altura de 45kDa existe un enriquecimiento de proteinas, el cual no se observa con
el control negativo. Es probable que estas bandas de proteinas de bajo peso
molecular pertenezcan a los factores de transcripcién especificos de la region

proximal de regulacioén, sin embargo, aun no es posible asegurar esto.

Se debe repetir este gel desnaturalizante, cuidando el tiempo de tincién para que
exista una menor cantidad de ruido de fondo y las bandas tengan una mayor
resolucién para corroborar esta suposicién. Una vez confirmadas estas diferencias
se deben identificar las proteinas de cada muestra por espectrometria de masas y
realizar la comparativa a nivel cualitativo, esperando encontrar esas diferencias ya

sea a nivel proteina o incluso en sus modificaciones postraduccionales.

Para este trabajo se logré identificar genes que responden ante el ejercicio y que
también responden de manera psoitiva ante el tratamiento con epicatequina, se
estandariz6 el disefio y clonacion de los sgRNAs en el vector de sobreexpresion
lentiviral, se estandarizaron las condiciones de produccién de los lentivirus
utilizando el vector control y clonado en la linea celular Lenti-X 293T. Se
establecieron las condiciones de transduccion de la linea celular C2C12 para
expresar a los sgRNAs y a la proteina dCas9, los cuales fueron seguidos con los
marcadores de fluorescencia y resistencia a antibiotico. Se estandarizo la extraccién

de nudcleos de las células C21C2 diferenciadas, ya que los miotubos suelen ser mas
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resistentes y puede resultar complicada su purificacion. Se estandarizaron las
condiciones de fragmentacion de cromatina para recuperarla en el rango de tamafio
requerido. Se inmunoprecipito a la proteina dcas9 biotinilada guiada a la region
proximal de regulacion del gen Nr4a3 y se observo el extracto proteico en un gel

desnaturalizante.
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Conclusiones

En este trabajo se logré evaluar por métodos cuantitativos la expresion de
genes candidato, Nr4a3 y Perml, importantes en el metabolismo oxidativo
del musculo esquelético para los cuales no se tienen reportes previos de sus
niveles de expresion en células C2C12 tratadas con epicatequina durante su
diferenciacion.

Los analisis de gPCR nos permitieron seleccionar al gen Nr4a3 para su
estudio a nivel molecular del mecanismo por el cual epicatequina promueve
Su expresion.

Se disefiaron sgRNAs dirigidos a 3 regiones de regulacién por medio de
analisis bioinforméaticos de accesibilidad de DNasa y prediccion de elementos
regulatorios en cis (CRES).

Los sgRNAs fueron clonados a un vector de sobreexpresion lentiviral y
validados correctamente por secuenciacion con el método de Sanger. Uno
de los plasmidos clonados con el sgRNA dirigido a la region proximal de
regulacion del gen Nrd4a3 fue utilizado para estandarizar las condiciones
Optimas de produccién de lentivirus utilizando la linea celular Lenti-X 293T.
Los lentivirus producidos fueron utilizados para transducir correctamente a
mioblastos C2C12 y generar una linea celular estable que expresara a este
SgRNA.

Esta linea celular estable se utilizo para ser transducida nuevamente con un
vector de expresion de la proteina dCas9 y se valido siguiendo el marcador
de fluorescencia zsGreen para ser diferenciadas y tratadas con epicatequina.
Una vez pasado el tiempo establecido de tratamiento se logré extraer los
nacleos de las células diferenciadas expresando el sistema de captura y se
purificO la cromatina de esta region. Las proteinas recuperadas fueron

analizadas mediante un gel desnaturalizante tefiido con plata.
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Perspectivas

Debido a la complejidad de este proyecto existen algunos experimentos de

validacion que por cuestiones de tiempo no pudieron ser realizados.

Para conocer la eficiencia de transduccién de los lentivirus generados a las
condiciones establecidas, se debe realizar un ensayo de clasificacion de células
activadas por fluorescencia (FACS) que nos permitira conocer cual es la proporcion
de células positivas que expresan al marcado de fluorescencia mCherry y zsGreen,
esto nos permitird aumentar la eficiencia, de ser necesario, afiadiendo una mayor

cantidad de lentivirus y recuperar mas células que expresen el sistema completo.

Para asegurarnos de que la proteina dCas9 se esta expresando en las células
transducidas se debera realizar una extraccion de RNA para cuantificar la expresion
a nivel transcrito por gPCR. Incluso se pueden evaluar distintas condiciones para
asegurar que exista una buena expresion de la proteina. Para asegurarnos de que
también se esta expresando a nivel proteico, es necesario realizar un Western Blot
con un anticuerpo especifico que nos permita detectar a la dCas9 en geles

desnaturalizantes.

El gel desnaturalizante con las proteinas recuperadas del locus especifico debe ser
repetido disminuyendo la cantidad de proteina cargada para asegurar que exista un

menor ruido de fondo y que podamos observar patrones claros.

Las proteinas recuperadas deberan ser analizadas por espectrometria de masas
para identificarlas, compararlas entre condiciones y analizar sus diferencias. Esto
nos permitira relacionarlas con las vias de sefalizacion que desencadenan esta

respuesta generada por el tratamiento con epicatequina.
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Anexos

11. 1 Datos de gPCR

Lista de Primers utilizados en PCR punto final y gPCR

Gen Primer Forward Primer Reverse
Rps18 GGGAAAATAGCCTTCGCCATCA ATCACTCGCTCCACCTCATCCT
Pdk4 GGATTACTGACCGCCTCTTTAG CCATAACCAAAACCAGCCAAA
Pgcla AACCCTGCCATTGTTAAGACC TGCTGCTGTTCCTGTTTTCTG
Perml GAGTCAGGCTTGGATCTTTCTAC | GAGTCAGGCTTGGATCTTTCTAC
Nrda3 AAACGTGGCGACATCCTAC GCTGCGATCCCAACTCAT

Datos correspondientes a los experimentos utilizados para evaluar la expresion de
los genes candidato

C2C12 DIF 120 HORAS EXPERIMENTO 1

PROMEDIO
RSP18 DMSO 18.45
EPI 20.31
RESTA
ACT AACT Fold Change
MYH7 DMSO 22.2 3.75 1
EPI 24.76 4.45 0.7| 0.61557221
NR4A3 DMSO 25.65 7.2 1
EPI 27.66 7.35 0.15| 0.90125046
PERM1 DMSO 26.35 7.9 1
EPI 27.67 7.36 -0.54| 1.45397252
MYOG DMSO 17.96 -0.49 1
EPI 17 -3.31 -2.82| 7.06162397
MYH4 DMSO 17.27 -1.18 1
EPI 20.31 0 1.18| 0.4413515
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C2C12 DIF 120 HORAS EXPERIMENTO 2

PROMEDIO
RSP18 DMSO 21.16
EPI 23.06
RESTA
ACT AACT Fold Change
MYH7 DMSO 25.23 4.07 1
EPI 25.99 2.93 -1.14| 2.20381023
NR4A3 DMSO 28.95 7.79 1
EPI 30.19 7.13 -0.66| 1.58008262
PERM1 DMSO 29.05 7.89 1
EPI 30.45 7.39 -0.5| 1.41421356
MYOG DMSO 19.16 -2 1
EPI 20.34 -2.72 -0.72| 1.64718203
MYH4 DMSO 20.39 -0.77 1
EPI 22.16 -0.9 -0.13] 1.0942937
C2C12 DIF 120 HORAS EXPERIMENTO 3
PROMEDIO
RSP18 DMSO 29.63
EPI 30.73
RESTA
ACT AACT Fold Change
PGCla DMSO 33.62 3.99 1
EPI 34.54 3.81 -0.18| 1.13288389
NR4A3 DMSO 33.81 4.18 1
EPI 34.22 3.49 -0.69( 1.61328352
PERM1 DMSO 36 6.37 1
EPI 36.4 5.67 -0.7[ 1.62450479
CNDP2 DMSO 37.63 8 1
EPI 38.42 7.69 -0.31] 1.2397077
TFAM DMSO 32.41 2.78 1
EPI 32.6 1.87 -0.91] 1.8790455
C2C12 DIF 120 HORAS EXPERIMENTO 3
PROMEDIO
RSP18 DMSO 26.36
EPI 26.71
RESTA
MyoD DMSO 28.69 2.33 1
EPI 26.68 -0.03 -2.36| 5.13370359
MyoG DMSO 23.72 -2.64 1
EPI 23.62 -3.09 -0.45| 1.36604026
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C2C12 DIF 120 HORAS EXPERIMENTO 4

PROMEDIO
RSP18 DMSO 20.15
EPI 20.32
RESTA
ACT AACT Fold Change
NR4A3 DMSO 32.16 12.01 1
EPI 31.7 11.38 -0.63| 1.54756499
PERM1 DMSO 32.41 12.26 1
EPI 32.17 11.85 -0.41]| 1.32868581
PGCla DMSO 30.96 10.81 1
EPI 31.03 10.71 -0.1] 1.07177346
C2C12 DIF 120 HORAS EXPERIMENTO 5
PROMEDIO
RSP18 DMSO 25.265
EPI 24.405
RESTA
ACT AACT Fold Change
NR4A3 DMSO 35.05 9.785 1
EPI 32.33 7.925 -1.86[ 3.63007662
PERM1 DMSO 34.185 8.92 1
EPI 32.12 7.715 -1.205| 2.30537269
TFAM DMSO 29.865 4.6 1
EPI 27.215 2.81 -1.79| 3.45814893
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