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Resumen

La acumulacién de dafio por estrés oxidante sobre las biomoléculas
como el ADN, es conocido como un factor que induce alteraciones en los
mecanismos Yy estructura de la célula que podrian contribuir con el proceso del
envejecimiento. El sistema de reparacion de malos apareamientos tipo MMR
corrige bases apareadas de forma incorrecta durante la replicacion del ADN. A
su vez, las enzimas antioxidantes pueden reducir el efecto del estrés oxidante
como una medida de proteccion celular. Para poder determinar la importancia
de estos factores asociados en el proceso de envejecimiento, se estudiaron los
niveles de las proteinas MMR MSH2 y MLH1, asi como los niveles de
marcadores microsatélites, en tejidos de higado, pulmén y cerebro de
individuos en dos especies de murciélagos silvestres: Myotis velifer y
Desmodus rotundus (especie de vida corta y de vida larga, respectivamente).
Las actividades de las enzimas catalasa, glutation peroxidada y superoxido
dismutasa fueron analizadas para determinar si existia una correlacion negativa
con el dafio al ADN. Las actividades de enzimas antioxidantes fueron mayores
en la especie mas longeva, D. rotundus que en comparacién con M. velifer, la
especie menos longeva. Ademas, los organismos viejos de M. velifer, y no los
organismos viejos de D. rotundus, presentaron niveles reducidos de proteinas
MMR y niveles de secuencias microsatélites elevadas. Por lo tanto, a pesar de
gue nuestros resultados correlacionan la eficiencia reducida de mecanismo
MMR, la actividad antioxidante deficiente y el incremento del dafio al ADN con
el proceso del envejecimiento, esto no es un fenbmeno que se observe de la

misma manera en todos los organismos vivos.



Abstract

The accumulation of oxidative damage to biomolecules, such as DNA, is
known to induce alterations in the cell's mechanisms and structure that might
lead to the aging process. Mismatch repair system (MMR) corrects base
mismatches generated during DNA replication. In addition, antioxidant enzymes
can reduce the effect of oxidative stress in order to protect cells from oxidizing
damage. In order to determine the importance of these associated factors
during the aging process, levels of MMR proteins MSH2 and MLH1, as well as
microsatellite markers, were determined and compared in liver, lung, and brain
samples of juvenile, adult, and old, both female and male, individuals from two
species of wild bats: the short-lived Myotis velifer and the longer lived
Desmodus rotundus. Catalase, glutathione peroxidase, and superoxide
dismutase were also analyzed to determine if the antioxidant protection
correlates negatively with DNA damage. Antioxidant activities were higher in the
longer lived D. rotundus than in M. velifer. Furthermore, old M. velifer but not old
D. rotundus bats had reduced MMR levels and increased microsatellite
instability. Therefore, although our results correlate the reduced MMR
efficiency, the deficient antioxidant activity, and the increase in DNA damage

with the aging process, this is not always true for all living organisms.



Antecedentes

El envejecimiento se ha definido como el deterioro, tanto estructural
como funcional, en los tejidos y 6rganos de un individuo conforme éste avanza
por las etapas de la vida (Martin et al. 1996; 2007). Considerado como un
proceso multifactorial, el envejecimiento ha sido estudiado a través de mdultiples

enfoques.

La teoria del envejecimiento de Harman, propone que la generacion y
acumulacion del dafio oxidativo a las biomoléculas en el organismo, siendo una
de las més importantes el ADN (Harman, 2003), genera un desbalance a nivel
celular que promueve el proceso de envejecimiento. A lo largo de los afios, se
ha determinado que existen diversos factores externos e internos (Barouki,
2006) que promueven la oxidacion de biomoléculas como el ADN, los lipidos y
las proteinas. La exposicion prolongada a contaminantes, metales pesados y
radiacion ionizante pueden inducir procesos degenerativos celulares asociados
a enfermedades (Florea et al. 2005; Boley et al. 2002). También puede existir
generacion de oxidantes enddgenos, a través de vias metabolicas celulares,
como la respiraciéon mitocondrial (Halliwell & Gutteridge, 2004) entre otras.
Oxidantes, como las especies reactivas de oxigeno (ERO), pueden inducir una
serie de procesos a nivel celular y molecular que promueven un estado de

senescencia prematura en los organismos (Kultz, 2005).
Dentro de las ERO las mas estudiadas destacan el radical superoxido
(02.'), el peroxido de hidrégeno (H.O,) y el radical hidroxilo (.OH). Un

incremento de las ERO puede generar el denominado estrés oxidante, un

estado causado por un desbalance entre la produccion de ERO vy la capacidad



de los mecanismos enzimaticos antioxidantes, que tienen como funcién
primordial, reducir el efecto toxico de dichas especies. Dentro del sistema de
defensa antioxidante se encuentran las siguientes enzimas: la superéxido
dismutasa (SOD), encargada de catalizar la dismutacion de O,” en H,0, y O,
(Fridovich, 1978; Bertini et al. 1998). La catalasa (CAT) encargada de catalizar
la descomposicion de H,O, en dos moléculas de H,0 y O, (Kirkman & Gaetani,
2006) y la glutatién peroxidasa (GPx), que cataliza la reaccion de oxidacion del
glutatiéon reducido utilizando para ello H,O,, formando H,O (Li et al. 2000;

Scandalios, 2002).

En el caso del ADN, se ha observado que los dafios generados por
estrés oxidante involucran apareamientos incorrectos de bases nitrogenadas o
bien exclusiones e inserciones, que tienen como consecuencia una expresion
génica incorrecta (Kultz, 2005). La formacién de aductos es un evento muy
comun como resultado de la oxidacion por ERO de alta reactividad, como el
‘OH. El aducto mas estudiado es el que se genera en la desoxiguanosina
llamado 8-ox0-7,8-dihidro -2’-desoxiguanosina o 8-oxodGuo (80OHdG). También
se considera como un dafio generado por el estrés oxidante a la formacion de
secuencias repetidas de dinucleétidos agregados que alteran la secuencia
original de ADN, denominados secuencias microsatélite (Moustacchi, 2000;
Smolarz et. al. 2010). Este proceso se denomina inestabilidad microsatelital
(IMS), y se utiliza actualmente como un indicador de dafio al ADN,
comunmente relacionado con estudios de cancer colorectal y adenocarcinoma

ovarico. (Hampel et al., 2005; Helleman et al., 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Helleman%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Inestabilidad microsatelital y sus repercusiones en el envejecimiento

Los microsatélites se pueden encontrar en los centrémeros, telomeros,
promotores y segmentos de genes transcritos, ocasionando una inestabilidad
en la estructura del ADN al darse estas repeticiones de nucleotidos,
susceptibles a mutaciones y causando una modificacion de la secuencia
genética. De no ser corregidos por procesos de reparacion de ADN, dichas
alteraciones pueden generar mutaciones dentro de la secuencia; dado que
dichas alteraciones son copiadas para la siguiente célula durante la replicacién
de ADN. Es por esto que la IMS es utilizada como un marcador bioquimico en
pruebas clinicas y de laboratorio para diagnosticar enfermedades y patologias
relacionadas con el envejecimiento (Lin & Wilson, 2009; Alazzouzi et al. 2005).
Este tipo de alteraciones se generan, principalmente, por estimulos nocivos
internos y externos a las células, asi como fallas y alteraciones en los
mecanismos de reparacion celular de ADN (Junop et al. 2003). En Escherichia
coli, se ha determinado que bajas concentraciones de H,O,, generan un
incremento en la IMS en su genoma. Esto se correlacion6 con ensayos de
supervivencia celular en los mismos cultivos de E. coli y se determin6 que la
sobrevivencia era menor en los organismos que presentaban mayor porcentaje

de IMS (Jackson & Loeb, 2000).

En mamiferos, se ha propuesto que una acumulacion de dafios no
reparados en el ADN llevan al estado de envejecimiento celular. Esto se ha
demostrado a través de diversos experimentos. EI ADN mitocondrial de cerebro
de seis especies de mamiferos con diferentes longevidades en un rango de los
3.5 a 46 afos (ratones, ratas, conejos, ovejas, cerdos y caballos) presenta
mayores niveles del aducto 8-oxo-7, 8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodG) en
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las especies con menor longevidad, e inversamente proporcional en las
especies mas longevas (Barja & Herrero, 2000). Los ratones mutantes de la
ADN polimerasa vy, se demostré que acumulan dafios en el ADN mitocondrial y
esto ocasiona un incremento de los marcadores apoptoticos celulares y una
disminucién en su sobrevivencia, en comparacion con los ratones control
(Kujoth et al. 2005). También se determiné que, en ratones homocigoéticos
mutantes de superéxido dismutasa 2 (SOD2), que presentan una actividad
enzimatica deficiente, se incrementd el dafio oxidante y la generacion de ERO
mitocondriales; la sobreexpresion de SOD2, tanto en ratones jovenes (4-6
meses) Yy viejos (26-28 meses), redujo los niveles de lipoperoxidacion y la
resistencia a estrés oxidante inducido por paraquat como la produccion de ATP
mitocondrial. Sin embargo, no se observaron cambios en la longevidad de los
organismos (Jang et al. 2009). En epidermis de ratones con deficiencia
genética de SOD2, se demostré un incremento en el desacomplamiento de la
actividad del complejo mitocondrial IlI, ocasiona dafio al ADN nuclear e
induccion de senescencia, mas no se observo un incremento de la apoptosis,
semejando los resultados observados en células epiteliales de ratones
envejecidos de forma natural (Velarde et al. 2012).

La asociacion de dafios genéticos no reparados, por causa de factores
intrinsecos y extrinsecos al organismo, con el advenimiento de un estado de
envejecimiento celular podria explicarse con base en fallas conjuntas entre los
mecanismos antioxidantes celulares y de reparacion de ADN. En estudios
recientes se ha visto que un incremento en el estrés oxidativo genera rupturas
de cadena sencilla en el ADN, lo cual tiene un efecto de acortamiento de

telomeros en los cromosomas y también genera mutaciones a nivel de ADN



mitocondrial, fomentando un estado de envejecimiento y senescencia celular
(Jou et al. 2007). En modelos de ratas jovenes y viejas, se ha correlacionado
un aumento en la fragmentacion de ADN por ensayo cometa, junto con una
reduccion en las cantidades presentes de glutatién reducido en los grupos de
ratas viejas, indicando una incapacidad de poder reducir el estrés oxidante que
lleva a un estado de envejecimiento (Hashimoto et al. 2008). En estudios con
pacientes humanos, se determiné la variacién en re-arreglos genémicos debido
a incrementos en la IMS de 5 diferentes loci en el ADN de muestras de sangre
periférica de pacientes sanos (Bologna, Italia), divididos en 3 grupos: 25-35
afos, 85-97 y 100 afos. El resultado fue que se observé un incremento en las
variaciones genéticas proporcional al aumento en la edad de los pacientes, lo
cual fue relacionado con una incapacidad de los sistemas de reparacién de
ADN para reparar los errores en la secuencia genomica conforme los

organismos envejecen (Neri et. al. 2005).

Mecanismos de reparacion de ADN por malos apareamientos

Las células tienen diferentes mecanismos para mantener la integridad y
estabilidad bioquimica del ADN cuando se genera un dafio. Uno de estos
mecanismos es el sistema de reparacién por escision de bases (BER), un
mecanismo celular que repara bases dafiadas en la secuencia del ADN
originadas por eventos como desaminacion, alquilaciéon y oxidacién. Otro
sistema de reparacion es el de escision de nucleétidos (NER), que difiere de
BER, puesto que mientras BER repara bases dafadas, el sistema NER se
encarga de corregir porciones mas grandes de dafio removiendo la seccion de
la hebra que contiene el dafio a nivel de nucleotidos (Moustacchi, 2000;
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Bernstein et al. 2002; Nakano et al. 2005). Tanto el sistema BER como el NER
estan constantemente activos en la célula, reparando dafios generados en el
ADN a medida que surgen y son detectados. Sin embargo, existen otros
mecanismos que se activan durante etapas especificas de la célula, tal como
ocurre con el sistema de reparacion de ADN por malos apareamientos, que se

activa principalmente durante la etapa de duplicacion.

Cuando la formacidon de secuencias microsatélites altera la integridad
estructural del ADN, los genes msh2, msh6, mhll y pms2 se activan para poder
participar en un proceso de reparacion del ADN, denominado sistema de
reparacion de bases mal apareadas (MMR, del idioma inglés) (Mullins et al.,
2005). En particular, la proteina MSH2, producto del gen msh2, forma parte de
una familia de moléculas altamente conservadas filogenéticamente encargadas
de reparaciones de bases mal apareadas después de la replicacién del ADN y
su falla es el principal mecanismo por el cual se generan las IMS (Kiltz, 2005).
El sistema MMR abarcan la reparacion tanto de los apareamientos de bases
errbneas como las ausencias e inserciones incorrectas de las mismas
(Peltoméki, 2001; Santuci-Darmanin & Paquis-Flucklinger, 2003) (Fig. 1A).
Para ello, la proteina MSH2 interacciona con la proteina MSH6 para formar el
heterodimero MutSa, o bien con la proteina MSH3, ante la eliminacion anormal
de bases para formar el heterodimero MutSB (Peltomaki, 2001; Santuci-
Darmanin y Paquis-Flucklinger, 2003) (Fig. 1B). El heterodimero ya formado se
une al sitio de la lesion y recluta a las proteinas de la familia MutL, MLH1 y
PMS2 (en la forma del heterodimero MutLa) que a su vez inician la
sefalizacion para el reclutamiento de las enzimas de reparacion de ADN (Fig.

1C). El complejo de enzimas de reparacion corrige la base mal apareada, e



incorpora la base correcta a través de la accién de la ADN polimerasa 8 y de la
ADN ligasa | (Phung et. al., 1999; Saribasak et. al., 2008; Jiricny et. al., 2006;

Lépez de Saro, 2009) (Fig. 1D).

Se ha reportado que cuando existen defectos en la expresion de msh2,
se incrementa la IMS en el ADN. Este tipo de cambios en la secuencia
gendmica causan alteraciones en el funcionamiento celular y su presencia se
ha utlizado en investigacion clinica como marcador de enfermedades
degenerativas y relacionadas con el envejecimiento (Lin & Wilson, 2009;
Alazzouzi et. al., 2004). Aproximadamente 15% de los canceres colorectales
muestran niveles altos de secuencias microsatélites en uno o varios de los
genes que codifican para MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2, lo cual indica que la
IMS puede inclusive llegar a afectar la funcionalidad del sistema MMR mismo
(Vilar & Gruber, 2010). Para estudiar si el incremento en la IMS es un
fendbmeno que se asocia con el envejecimiento, se requiere utilizar modelos de
estudio con una alta longevidad, con el fin de poder analizar los cambios en la
expresion de proteinas MMR y su eficiencia corrigiendo errores en la secuencia

gendmica.



Figura 1. Mecanismo General de Reparacion de ADN Tipo MMR.

« Posible insercién de nucleétidos - Posible pérdida de nucleétidos
por deslizami de cad Doble cadena de ADN por de cad
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acopla con el mal apareamiento de AND en la
secuencna para iniciar la sefalizacion de
hMutSa D és de esta sefalizacion hMutSp
imclal, PMS2 y MLH1 son reclutados para
completar el proceso de reparacion.

3

hMutLa, en mamiferos, tiene actividad de endonucleasa, lo cual le permite romper los enlaces fosfodiéster en la
secuencia que presenta el mal apareamiento de ADN, junto con PCNA, el factor de replicacion C y la proteina de
replicacion A (RFC y RPA, respectivamente). La Exonucleasa 1 (Exol) degrada la cadena que contiene el mal
k apareamiento para que pueda ser reemplazada por la secuencia correcta.
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Los murciélagos como modelo de estudio del envejecimiento

Los murciélagos (Clase: Mammalia, Orden: Chiroptera) poseen ciertas
particularidades fisiologicas dentro de la clase de los mamiferos, que no se
encuentran comunmente en otros 6rdenes. Su longevidad es, en proporcion, 3
veces mayor que la del resto de los mamiferos terrestres de un tamafo
equivalente, llegando en promedio a los 25 afios. Tienen un metabolismo muy
activo, lo cual implica un mayor consumo de energia y de oxigeno, dada su
capacidad de vuelo, que es 20 veces mayor respecto a su estado de reposo
(aspecto que comparten con las aves) (Neuweiler, 2000). Los murciélagos
cuentan también con mecanismos de ahorro de energia, como lo es el
aletargamiento fisiologico, que les permite hibernar en temporadas de escasez
de alimento y condiciones desfavorables para la vida en su ecosistema,
particularmente durante el invierno. Ademds, los murciélagos tienen un
mecanismo de reproducciébn que varia poco entre especies: cuentan un
sistema de reproduccion que, generalmente, produce una camada de una cria
en una época determinada del afio (varia la época dependiendo si su
apareamiento es sincrénico o asincronico estacional, visto este Ultimo en
murciélagos heterotérmicos), lo cual implica la utilizacion especializada y
controlada de energia durante el desarrollo embrionario de las crias. Es por ello
que, para este proyecto, se decidi6 emplear dos especies distintas de
murciélagos: una especie insectivora y menos longeva, representada por
Myotis velifer y una especie hematéfaga y mas longeva, representada por

Desmodus rotundus.

Los murciélagos Myotis velifer (Fig. 2) son murciélagos insectivoros que
tienen un ciclo de vida promedio entre los 8 y 12 afios (11.3 en vida silvestre)

11



(Fitch et al. 1981). Su peso es en promedio de 10.1 g (Wilkinson & South,
2002), Al ser organismos heterotérmicos, tienen la capacidad de atravesar por
un proceso denominado aletargamiento fisioldgico o hibernacion, lo cual implica
disminuir su metabolismo, su ritmo cardiaco y su temperatura corporal durante
la temporada fria del afio (Fitch et al. 1981; Jurguens & Prothero 1987). Su
estilo de vida incluye vivir en cuevas como region principal de reposo y
proteccion contra factores ambientales y depredadores. Asi mismo, viven en
grandes comunidades compuestas por cientos o miles de individuos en una
misma region. Su espermatogénesis ocurre a finales del verano y el
apareamiento se da en el periodo de octubre-noviembre. Su periodo de
gestacion ocurre entre los 60-70 dias y sélo tienen una cria por camada. Dado
que estos organismos son hibernantes, es plausible considerar que los
mecanismos celulares predominantes en el proceso de hibernacion y en la
retencion de los espermatozoides en el Utero son aquellos relacionados con
sistemas antioxidantes, que evitan una degradacion por estrés oxidante de las
células sexuales y también reducen el estrés oxidante en los tejidos de los
murciélagos como se ha visto en la especie Corynorhinus mexicanus (Leon-

Galvan et al., 1999).

Desmodus rotundus (Fig. 2), es una especie hematéfaga, es decir,
consume sangre como alimento principal. Su ciclo de vida es de 12 a 20 afios,
aunque se han encontrado organismos con 25 afos de edad (Lord et al. 1976)
y su peso promedio, como adulto, es de 32.2 g (Wilkinson & South, 2002). Los
murciélagos vampiros como D. rotundus, se alimentan de sangre del ganado y
de animales pequefios, y son organismos homeotérmicos y, no atraviesan por

un proceso de aletargamiento fisiologico. (Balmori, 1998; Brunet-Rossini &
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Austad, 2004). Su forma de vuelo es corta, con saltos pequefios y caminatas
intencionales. Se ha observado que la cantidad de sangre que consume un
murciélago del género Desmodus es de 15 a 18 g (dos tercios de su peso
corporal), lo cual implica una ingesta de hierro de 6.1 mg de la hemoglobina en
la sangre. Esta cantidad es 10 veces la cantidad presente en la sangre del
murciélago y en humanos equivaldria a 800 veces lo consumido en su ingesta
diaria. A pesar de esto, so6lo 4.2 ug del hierro es absorbido por dia, mientras
que el resto se queda depositado en la pared del intestino mediante un
mecanismo desconocido. Su ciclo reproductivo es interesante, ya que el
periodo de gestacién es de 7 meses y s6lo producen una cria por camada
(Balmori, 1999; Brunet-Rossini & Austad, 2004). Los murciélagos de esta
especie no requieren de las cuevas como refugio principal. Se encuentran
comunmente en regiones tropicales, viviendo en su zona de forrajeo, inclusive
se llegan a encontrar en zonas templadas. Su grupo social esta formado por un
macho dominante en una cohorte de hembras, formando un sistema de harem.
El macho dominante tiene privilegios sexuales sobre las hembras y entra en
conflicto con murciélagos machos satélite que pudieran llegar al harem (Lord et

al. 1976).
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Figura 2. Primer Plano de Desmodus rotundus (Der.) y Myotis velifer (1zq.).

D. rotundus, especie perteneciente a la Familia Phyllostomidae y M. velifer, la cual
pertenece a la Familia Vespertilionidae.

A pesar de las diferencias que presentan estas dos especies de
murciélagos en cuanto a su alimentacion y forma de vida, un factor en comudn
continda siendo su longevidad prolongada en comparacion con otras especies
de mamiferos. También hay que considerar que las dos especies mencionadas
tienen, a su vez, diferentes longevidades, lo cual indica que, inclusive dentro
del mismo orden de mamiferos, pueden existir diferencias a nivel celular y
molecular que expliquen las diferencias de edad promedio entre las especies.
Sin embargo, un hecho no determinado aun es: si existen diferencias a nivel
molecular que pudieran hacer discrepar de la idea de que en todas las
especies se repite un patron similar de dafio al ADN, un fallo en mecanismos
de reparacion de ADN y baja eficiencia en los mecanismos de enzimas
antioxidantes que se relacionaran con el fendbmeno del envejecimiento. Se han
reportado teorias donde se propone que especies de tamafio pequefo tienen
un metabolismo muy acelerado, lo cual los lleva a tener un ciclo de vida corto
en comparacion con organismos de tamafo grande (Brunet-Rossini & Austad,

2004). Si bien es cierto que muchas especies pequefias en tamafio fisico
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tienen ciclo de vida cortos, modelos basados en murciélagos contraponen esta
teoria, ya que, inclusive con tasas metabodlicas altas debido al tipo de
locomocion por vuelo (equivalentes o superiores a la tasa metabdlica por vuelo
de las aves), estos mamiferos logran tener ciclos de vida muy largos (Balmori,
1999), lo cual los convierte en sujetos de estudio interesantes para determinar
los mecanismos celulares relacionados con envejecimiento y senescencia

celular.

Planteamiento y Justificacion

Si consideramos a los murciélagos como modelos adecuados de estudio
y con base en la teoria del envejecimiento de Harman, las diferencias en la
longevidad entre las especies Myotis velifer y Desmodus rotundus podrian
explicarse en funcion de variaciones en la eficiencia en el mecanismo de
reparacion del ADN de tipo MMR, lo cual evitarian una acumulacién de errores
en la secuencia genética. Por otro lado, variaciones en los mecanismos
enzimaticos antioxidantes pudieran estar contrarrestando el efecto nocivo del
estrés oxidante en estas especies de murciélagos en diferentes niveles. Sin
embargo, a pesar de estas consideraciones, los murciélagos no han sido
utilizados como modelos de estudio de la IMS que pueda establecer patrones
de desregulacion genética con respecto a la edad. Por eso que es importante
entender el funcionamiento del mecanismo de reparacion de ADN basado en la
familia de proteinas MMR asi como el estado de las enzimas SOD, CAT y GPx

en estas especies que presentan caracteristicas morfofisiol6gicas diferentes.
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Objetivo General

Determinar si el sistema de reparacion de ADN del tipo MMR, asi como las

enzimas antioxidantes, son factores asociados con la longevidad de dos

especies de quirGpteros que poseen caracteristicas morfofisiologicas

diferentes.

Objetivos Particulares

Determinar el estado del sistema de reparacion de ADN del tipo MMR,
cuantificando los niveles de las proteinas MSH2 y MLH1 en muestras de
higado, pulmén y cerebro de murciélagos macho y hembra de las
especies Myotis velifer y Desmodus rotundus.

Determinar el nivel de dafio a la molécula de ADN mediante la
amplificacion de secuencias microsatélites en las muestras de higado,
pulmén y cerebro de las especies analizadas.

Analizar la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en
higado, pulmén y cerebro de los mismos grupos de estudio.

Determinar si existe correlacion entre la actividad de las enzimas

antioxidantes con el dafio al ADN en las especies de estudio.

Hipotesis

Si el proceso de dafio al ADN estuviera asociado a la disminucion de los

mecanismos de reparacion de MMR y de los sistemas antioxidantes, entonces
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el dafio incrementaria en funcién de la edad, independientemente del estilo de

vida del organismo.

Metodologia
Modelo Biolégico de Murciélagos

La captura de los organismos se realizé en dos diferentes sitios de
refugio, localizados en el estado de Puebla, México. La mayoria de los
organismos juveniles y adultos de ambas especies (Myotis velifer y Desmodus
rotundus) fueron capturados dentro de la Cueva Chicomostoc (19°57'54"N,
97°36'09"0, 1,420 msnm), en Nauzontla, Puebla. Se capturaron con una
trampa de arpa ubicada a 10 m hacia el interior de la entrada principal de la
cueva durante el anochecer, cuando los organismos salen para alimentarse
(esta etapa se considera adecuada para su captura, ya que presentan niveles
bajos de estrés porque salen descansados y bien hidratados del refugio). Los
organismos viejos de M. velifer fueron capturados de un tunel ubicado en la
frontera estatal entre Puebla y Tlaxcala (19°37'14"N, 98°02'02"W; 3,220
msnm), el cual esta a una distancia de 57.5 km desde Chicomostoc en
Nauzontla, pero ubicada a 1,800 m mas de altura. Dentro del tunel, los
murciélagos se capturaron con redes de golpe, mientras dormian. Los
organismos fueron transportados en bolsas de lino hacia Apulco, Puebla,
donde se realizé la extraccion de los tejidos deseados para el estudio, con base
en las especificaciones de Medellin et al. (1997). Los murciélagos se
mantuvieron no mas de 10 horas antes de ser sacrificados, todo ello se realizo

con base en lo estipulado por la Norma Mexicana Oficial de Etica Animal 062-
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Z00-1999. Los organismos D. rotundus viejos, fueron capturados en una
cueva que se encuentra practicamente a la entrada del Centro Piscicola
“Ejecayan” (a 3 Km al sur de Zacapoaxtla; 19°51" latitud N y 97°36" longitud O).
Esta cueva se encuentra localizada en la misma region donde se encuentra la
cueva Chicomostoc, por lo que tanto el clima como el tipo de vegetacion son
los mismos. La captura se realiz6 durante el dia, tras localizar dos diferentes
harems que utilizan la cueva como refugio, empleando redes de golpe. La
obtencion de los 6rganos se realizd dentro de un periodo de 4 hrs postcaptura
ya que se pernoctaba en la misma localidad. Los organismos se examinaron y
no se encontraron marcadores de trauma o enfermedades, tales como heridas
o infecciones causados por bacterias y hongos. Sélo se registré la presencia de
los ectoparasitos comunes observables a simple vista, como &caros (Acari:
Spinturnicidae) y moscas (Diptera: Streblidae). Durante la extraccion de los
tejidos, se observo el estado de los mismos para determinar las condiciones de
salud de los organismos, los cuales no indicaron ninguna complicacion. Para la
clasificacion por edad de los grupos de murciélagos, se tomaron en cuenta los

siguientes criterios:

1. Criterios de diferenciacion por estructura ésea:

e Osificacién de las placas de crecimiento epifisial cartilaginosas de la
unién metacarpo-falange (Kunz, 1990). Se determiné a través de
transiluminacion y con microscopia, determinando el grado de
osificacion del tercer dedo y del hueso por medio de la tincion con rojo S
de Alizarina y del cartilago por medio de la tincion con Azul alciano

(Springer & Johnson, 2000).
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Deterioro dental. Los craneos de los murciélagos se limpiaron utilizando
larvas de escarabajos del género Dermestes spp., las cuales
consumieron el tejido suave, dejando al descubierto el tejido 6seo. Tanto
el craneo y las mandibulas se observaron en microscopio
estereoscopico para determinar el grado de deterioro dental. Para D.
rotundus la clasificacién se realizé con base en los estudios previos de
Nufiez & de Viana (1997) y Davis y colaboradores (2010). Para M. velifer
no existe un reporte de categorizacion dental, por lo que se cred un
esquema basado en el desarrollo dental reportado por Carleton y
colaboradores (1982), con base en la ausencia de desgaste hasta un
grado avanzado de desgaste. Las piezas dentales analizadas fueron los

caninos, premolares y molares.

2. Criterio de desarrollo somatico.

Caracteristicas dermatologicas. Se determiné el estado del patagio, la
textura del pelaje, su lubricacion, coloracion y flexibilidad (Martin et al.

2001).

Caracteristicas alométricas. El peso corporal se obtuvo con una balanza
portatil eléctrica (Ohaus) (+ 0.1 g). La longitud del antebrazo se
determind utilizando un calibrador Vernier (£ 0.1 mm). Los datos fueron
comparados con los reportados para individuos de las especies de
estudio pertenecientes a otras poblaciones (M. velifer: Fitch et al., 1981,

D. rotundus: Greenhall et al., 1983).
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3. Criterios de condicion reproductiva.

e Machos: Se analizé tanto la posicion como el tamafio de ambos
testiculos y el epididimo.
e Hembras: Se considero el desarrollo de las glandulas mamarias y si se

encontraban prefiadas.

Myotis velifer: La madurez sexual en las hembras se observa durante el
primer afio y en los machos durante el segundo afio de vida (Krutzsch, 2009).
La mayoria de los murciélagos jovenes se obtuvieron de la Cueva Chicomostoc
durante el periodo Septiembre—Abril, dado que eran inmaduros a nivel sexual
por haber nacido en Mayo (los murciélagos jovenes tenian un estimado de 4
meses de edad y los murciélagos del afio previo de 14-15 meses). Los
murciélagos adulto fueron capturados durante el periodo Agosto—Septiembre,
antes de que migren a otras zonas para realizar la hibernacion. Los
murciélagos viejos fueron capturados durante el periodo de Noviembre—
Diciembre. Estos ultimos, fueron seleccionados como parte de un estudio
demografico en curso desde 1983, cuando los murciélagos viejos fueron
capturados y marcados con anillos numerados (Arratia, 2000). Los murciélagos

gue se determinaron con mas de seis afos, se catalogaron como viejos.

e Jovenes (> 4 meses <1 afilo y 3 meses): organismos delgados y
pequefios (8.5-9.0 g de peso corporal, < 44 mm de longitud del
antebrazo), piel sin dafio; con dientes que no presentaron desgaste (Fig.

3) y las epifisis fusionadas de forma incompleta (Fig. 5). En los machos
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no se observaron testiculos ni epididimo conspicuo en la membrana
interfemoral debido a su tamafo pequefio. Las hembras presentaron
glandulas mamarias poco perceptibles, asi como pezones inconspicuos.
Adultos (> 1 afio y 4 meses <4 afos): presentaron un grado leve de
desgaste dental (Fig. 3) y sus epifisis cerradas por osificacion (Fig. 5).
Los machos (9.0-11.0 g de peso corporal y 44-46 mm de longitud del
antebrazo) se distinguieron por tener un tamafio mayor a los jovenes.
Los testiculos se encontraban en el escroto. Los machos fueron
capturados en el periodo de Agosto-Septiembre, cuando la
espermatogénesis concluyo; por lo tanto, los testiculos eran pequefios,
mientras que los epididimos se observaron claramente distendidos en el
uropatagio. En las hembras, las glandulas mamarias presentaron un
tamafio intermedio, con pezones de tamafio pequefio a intermedio, sin
pelaje alrededor de los mismos, un indicador de que atravesaron por un
proceso de lactancia. Sin embargo, no se utilizaron hembras en
gestacion.

Viejos: (> 6 afios); especimenes robustos (> 11.0 g de peso corporal y
46-49 mm de longitud del antebrazo), desgaste dentario severo (Fig. 3)
epifisis cerradas, metacarpo engrosado, con el grado maximo de
osificacion (Fig. 5). Tanto los machos como las hembras mostraron
seflas de piel maltratada (patagio reseco) y pelaje duro. No se
observaron sefiales de actividad sexual. Se observaron testiculos

escrotales en los machos y pezones pequeiios en las hembras.
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Fig. 3. Desgaste dentario en Myotis velifer

* Vista ventral forma oclusal, craneal de la denticion premaxilar y maxilar de murciélagos
Myotis velifer de diferente clase de edad.

Gran
desgaste
de
caninos
e
incisivos.

* Clase I: = Clase ll: * Clase llI:

Grupo de murciélagos Grupo de murciélagos Grupo de
Jovenes. Adulto-joven murciélagos Adulto-
senil

Clase lll = mayores a 6 afios. Un gran desgastes en el protocono del M1, 2 y 3.

Imagenes de determinacion de edades por desgaste dentario. Se observan las

diferencias resaltadas en méargenes rojos en los organismos viejos.

Desmodus rotundus: Presenta dos grandes periodos reproductivos; el
primero se da entre Abril y Mayo, y el segundo ocurre entre Octubre y
Noviembre. Dado que el crecimiento postnatal culmina a los 5 meses de edad
(Greenhall et al. 1983), se consider6 el segundo periodo para capturar a los
murciélagos de esta especie; esto con el fin de tener murciélagos jovenes
nacidos durante la primavera previa y para capturar a las hembras que no
presentaron sefiales de lactancia reciente. Las hembras que pudieron dar a luz
a sus crias durante el segundo periodo de Octubre-Noviembre no fueron
utilizadas en este proyecto.

e Jovenes (> 3 meses <1 afio y 3 meses): organismos delgados y

pequefios (24.5-29.0 g de peso corporal y 56-59 mm de longitud de
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antebrazo), piel sin dafio; con dientes que no presentaron desgaste (se
puede ver a los juveniles con dientes adicionales en forma de gancho,
que precisamente los utilizan para anclarse al pezon de la hembra
mientras estan alimentandose, esos dientes son desechados al destetar,
aunque algunos individuos los mantienen hasta la pubertad por alguna
razén desconocida, el adulto ya no los presenta) (Fig. 4) y epifisis
fusionadas de forma incompleta (Fig. 5). En los machos, el testiculo se
encontraba en la posicion intra-abdominal. Se ha reportado que los
murciélagos hematéfagos hembras tienen a sus primeras crias a los 15
meses de edad (Wilkinson, 1985), por lo que las hembras que se
utilizaron son las que presentaron glandulas mamarias no conspicuas.
Adultos (> 2 afios <6 afos): presentaron un grado leve de desgaste
dental (Fig. 4) y epifisis cerradas por osificacion (Fig. 5). Los machos se
distinguieron por tener un tamafio mayor a los jovenes (29.0-35.0 g de
peso corporal y 60-63 mm de longitud de antebrazo). Esta especie es
polighmica y se estructura en harem (Park, 1991). Los machos adulto
son agresivos y muestran marcas visibles de heridas hechas por otros
machos que defienden sus harems. Los testiculos de los machos eran
escrotales y con un didmetro de 5 mm, el tamafio de los murciélagos con
una edad estimada de 12-14 meses (Wilkinson, 1985). Las hembras que
habian lactado mostraron marcas de mordeduras en los pezones, lo cual
se considero en la clasificacion.

Viejos (> 10 afos); especimenes corpulentos (> 35.0 g de peso corporal
y > 63 mm de longitud del antebrazo), severo desgaste dentario (Fig. 4)

y epifisis cerradas, metacarpo engrosado, con el grado maximo de
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osificacion (Fig. 5). Tanto los machos como las hembras mostraron
sefas de piel maltratada (patagio reseco, heridas de mordidas previas) y
pelaje de color gris y duro. No se observaron sefiales de actividad
sexual. Se observaron testiculos escrotales en los machos y pezones

pequefios en las hembras.

Con base en lo anterior, se establecieron 3 grupos de estudio para el andlisis

comparativo:

El primer grupo estaba compuesto por 5 hembras y 5 machos de cada
especie, con un estimado de 4 meses hasta 12 meses de nacidos
(jévenes control).

El segundo grupo estaba compuesto por 5 hembras y 5 machos de cada
especie, con 1 afio y 3 meses hasta de 6 afios de edad promedio
(adultos).

El tercer grupo estaba compuesto por 5 hembras y 5 machos de cada

especie, con mas de 6 afios de edad (viejos).
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Fig. 4. Desgaste dentario en Desmodus rotundus

* Clase I:
— Grupo de
P:;‘eﬁ::s murciélagos
ganchudos | Jovenes.
qL’Z'd‘s‘Z*,,";'u Sin desgaste

fijarse al

pezén

durante la

lactancia
pero que aun
se mantienen = clase ":
Grupo de
murciélagos
Adulto-joven

Poco desgaste

= Clase llI:
Grupo de
murciélagos
< Adulto-senil
Mayor desgaste

Esquema de determinacién de edades por desgaste dentario. Se observan
diferencias resaltadas en blanco de los organismos viejos.

las

Fig. 5. Analisis de osificacion de la unién falange- metacarpo.

Neonatal Joven Adulto Adultos sdrganiismos davenes

MD= Diafisis metacarpal. PD= Diafisis falangeal. MP= Placa epifisial
metacarpal. PP= Placa epifisial falangeal. SC= Segundo centro de
osificacion. TG= Brecha total epifisial.

Esquema de determinacion de edades por osificacion. Se observan las diferencias del

tejido en proceso de osificacion y desgaste de las estructuras 6seas en viejos.
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Determinacion de los niveles de proteinas MSH2 y MLH1.

Inmunoanalisis: Western Blot

Se extrajeron tejidos de higado, pulmoén y cerebro de los grupos de edad
determinados en las dos especies y se homogenizaron en una solucion
amortiguadora de lisis T-PER (50 mM Tris-HCI a pH 8.0, 120 mM NacCl, 0.5%
NP40, 100 mM NaF, 0.2 mM NaVvOg;, 10 pug/ml de protinina, 5 mM PMSF y10
ug/ml leupeptina). El volumen de la solucién de lisis usada varié dependiendo
del tamafio de las muestras, que oscilaron entre los 25-50 miligramos. Los
homogenados se incubaron a 4°C por 5-10 min. Posteriormente se
centrifugaron a 14000 rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se colectd y la
proteina aislada se guardé a -20°C para posteriormente cuantificar su
concentracion por ensayo tipo Bradford (Bradford, 1976) y realizar el

inmunoensayo tipo Western Blot.

Se realizaron geles de poliacrilamida al 12% con 1 mm de grosor; se
utilizaron 5 pl (100 pg) de las muestras de proteinas extraidas en dichos geles
y fueron sometidos a electroforesis a 120 V por 2 horas (Laemmli, 1970). Se
transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF mediante una camara de
transferencia durante 2 horas a un voltaje de 60 V a 4°C. Posteriormente la
membrana de PVDF se bloque6 con 10 ml de TWEEN-TBS-leche 8% por 1
hora, se lavo y se le agregd el anticuerpo primario contra MSH2 (sc-494) y
MLH1 (sc-582) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Estos anticuerpos se
agregaron en un volumen de 10 ml, incorporando 20 pl de anticuerpo en una
proporcion de 1:750. Se hicieron lavados con la solucion TBS-TWEEN durante

10 minutos y se realizé6 un segundo bloqueo de membrana con 10 ml de
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solucion TWEEN-TBS-leche 8% por 15 minutos. Se le agreg6 el anticuerpo
secundario (sc-2004) en un volumen de 10 ml, incorporando 20 pl de
anticuerpo en una proporcion de 1:500. Se lavé la membrana nuevamente en
dos sesiones de 10 minutos cada una con la solucibn TBS-TWEEN y se
expuso la membrana con 3 ml del sustrato quimioluminiscente del kit
SuperSignal West Pico Chemiluminescent por 2 minutos y se reveld en una

imagen de fotodocumentador Kodak 1-D.

Extraccion de ADN y reacciéon de PCR para analisis de inestabilidad

microsatelital

Se realizé el aislamiento de ADN por la técnica de precipitacion
caotropica por medio de ioduro de sodio (Matos et al., 2001). Mediante esta
técnica se pudo obtener la molécula de ADN de las células de los tejidos
homogenizados a partir de 0.5 g de los tejidos en 1 ml de solucion
amortiguadora A (Sacarosa 320 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 10 mM,
desferroxamina 0.1 mM y 1% de Triton-100, pH=7.5) y se centrifugé a 3300
rpm por 10 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendio la muestra en 1
ml de solucién amortiguadora B (EDTA-Na, 5 mM, desferroxamina 0.15 mM,
Tris-HCI 10 mM, pH=8). Se incorporaron 350 pl de solucién SDS a 10% junto
con la solucion amortiguadora B y se resuspendié por inversion ligera. Para
degradar moléculas de ARN presentes en cada muestra, se agregaron enzimas
ARNasas T1 (40 pl) y ARNasa A (60 pl), a una concentracion de de 10 mg/ml
y 1000 U/ml, respectivamente, durante un periodo de incubacién de 1 hora.

Posteriormente se utilizd la enzima proteasa K en una concentracion de
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20mg/ml para desnaturalizar proteinas que puedan degradar ADN durante un
segundo periodo de incubacion de 1 hora. Pasado el tiempo de incubacion, se
centrifugd la muestra a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recupero el
sobrenadante y se le agregd a cada muestra 2 ml de solucion de ioduro de
sodio (Nal 7.6 M, Tris-HCI 40 mM, EDTA-Na,; 20 mM, desferroxamina 0.3 mM,
pH=8) seguido de 3 ml de isopropanol absoluto. Se dejé la muestra toda la
noche en reposo a -20° C. Al dia siguiente se recuperd la muestra precipitada
de ADN y se resuspendi6 con 1 ml de isopropanol al 60% en un tubo
Eppendorf de 2 ml. Se centrifugd la muestra a 8090 rpm durante 15 minutos a
4°C. Se retiré el sobrenadante y se volvié a resuspender la solucién con 1 ml
de etanol al 70% y se volvié a centrifugar la muestra a 8090 rpm por 10 minutos
a 4°C. Se retird el etanol al 70% y se incorporaron de 200 a 300 pl de solucién
con desferroxamina 0.1 mM y se resuspendié hasta obtener una consistencia
viscosa. Se midieron los niveles de la molécula de ADN por espectrofotometria
a una frecuencia de onda de 260 y 280 nm (para realizar un cociente de
pureza de la muestra de ADN), utilizando 10 pl de la muestra diluida en 990 pl
con agua. Para determinar la pureza del ADN se consider6 como valor
aceptable de cociente> 1.75. La formula utlizada para determinar la

concentracion de ADN en la muestra es la siguiente:

(Valor de absorbancia a 260 nm)(dilucion)(50) = Cantidad de ADN en pg/ml

Se utilizé 1 pl (100 ng) de cada muestra en una reaccion de

amplificacion por PCR, considerando los siguientes oligos para la amplificacion
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de secuencias microsatélites: los oligos MS3DO2 y MS3EO?2 fueron disefiados
a partir de estudios realizados previamente en Myotis sodalis y los oligos
DESMO00 y DESMO1 fueron disefiados a partir de estudios realizados en

Desmodus rotundus. (Trujillo & Amelon, 2009; Piaggio et. al. 2008).

Tabla indicadora de secuencia oligos para PCR de secuencias microsatélites. MS3DO2 y
MS3EO2, disefiadas para M. velifer. DESMOO y DESMO1, disefiadas para D. rotundus.

M=I00L Forward [CTAAGACCCTTTCCAGCTCTCA
MSSD02 Reverse |GATACCATCACTCTTITCCCCTG
RSIECDY Forward [GCCAATAAGAGCCCAGACATAC
MSSEDZ Feverse |GGGGATTAGGGATAGGTTAGCA
DESMOO Forward [AGGTGGGTACTGCCCAGGATTATT
DESKMOO Reverse |AAGAGCCCAGCATCTGACTTCCTT
DE=MOT Forward [TTAGCAAGGAGCCAGCAGAGCATA
DESMOT1 Fev erse [TCGTTCGGAACTTCTACCGCATCA

Se inici6 el proceso de PCR mediante una desnaturalizacion a 94°C por
5 minutos. Se agrego la GoTaq polimerasa (1.25 unidades diluidas en 10 pl)
después de la desnaturalizacion inicial. Posteriormente, se iniciaron 35 ciclos

designados para la reaccion:

e 30 segundos a 95°C (desnaturalizacion)

e 30 segundos a 55°C (alineamiento).

e 30 segundos a 72°C (elongacion).

e 4 mina 72°C (final de la elongacion).
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Determinacién de la actividad de enzimas antioxidantes

Superoxido Dismutasa (SOD): Se determiné la actividad de esta enzima
utilizando el sistema xantina/xantina oxidasa como un generador constante del
radical superdxido, el cual al entrar en contacto con el nitroazul de tetrazolio
(NBT) lo reduce y forma el producto formazan, cuyo color puede ser detectado
por espectrofotometria cuando la SOD inhibe la reduccion del NBT (Suzuki,

2000).

Se homogenizaron 25 mg de los tejidos en 2 ml de la solucién para
homogenizar a 50 mM, pH=7.5 (500 ml de solucién amortiguadora de fosfatos
0.1 M, 8.33ml de EDTA a 60 mM, ajustada a 1 litro con H,O desionizada) con

20 pl de solucion PMSF 1mM (1.7 mg de PSMF, 10 ml de etanol).

Se centrifugaron las muestras a 330 rpm durante 15 minutos a 4°C y se
recupero el sobrenadante. Se incorpor6 en 25 ul de la muestra con 1.45 ml de
la solucién de trabajo (100 ml de solucién amortiguadora de sodio-carbonato a
50 mM, 1.5 mg de xantina, 20.4 mg de NBT, 2.9 mg de EDTA), 25 ul de
solucién de xantina oxidasa preparada en fresco (0.1 U de XO en ml de sulfato
de amonio 2 M). Para la muestra blanco de calibracion, se incorporaron los
mismos elementos, excepto que se utlizaron 25 pl de solucion para
homogenizar en lugar de muestra. Las lecturas de absorbancia se realizaron a

una longitud de onda de 560 nm, una lectura cada 30 segundos durante 5 min.
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Las actividades se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

e 9% de inhibiciébn= (Absorbancia a 560 nm blanco - Absorbancia a 560 nm muestra) (100)

(Valor de absorbancia a 560 nm blanco)
e USOD/ml= (% de inhibicién) / (50%) (ml de muestra)

e USOD/mg proteina de tejidos= [ (U/ml) / (mg/ml de proteina en la muestra)] Factor de
dilucion

Catalasa (CAT): Se determiné la actividad de esta enzima utilizando como
sustrato para la misma el H,O,, midiendo el decremento de su concentraciéon
por medio de espectrofotometria a una longitud de onda de 240 nm (Aebi,

1984).

Se homogenizaron 25 mg de los tejidos en 2 ml de la solucién para
homogenizar a 50 mM, pH=7.5 (500 ml de solucion amortiguadora de fosfatos
0.1 M, 8.33ml de EDTA a 60 mM, ajustada a 1 litro con H,O desionizada) con
20 ul de solucibn PMSF 1mM (1.7 mg de PSMF, 10 ml de etanol). Se
centrifugaron las muestras a 300 rpm durante 15 minutos a 4°C y se recupero
el sobrenadante. Se incorporé en una celda de cuarzo 10 pl de la muestra con
1.5 ml de la solucién de trabajo (200 ml de solucién amortiguadora de fosfatos
a 0.1 M, 200 ml de H,0O, a 20 mM). Para la muestra blanco de calibracién, se
incorporaron los mismos elementos pero sin muestra. Las lecturas de
absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 240 nm, midiendo la

reduccion de la concentracién de H,O, cada 15 segundos durante 1 min.
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Las actividades se calcularon mediante la siguiente ecuacion:

e UCAT/g de proteina (tejidos)= (Absorbancia a 240 nm / 0.0394) (1000)

mg/ml de proteina en la muestra

Glutation peroxidasa (GPx): Se determin6 su actividad mediante la
catalizacion del H,O, en H,O mediada por glutatiéon reducido; se monitoreo la
reduccion del NADPH al mantener constantes los niveles de glutatiéon reducido

(Flohé & Glinzler, 1984).

Se homogenizaron 25 mg de los tejidos en 2 ml de la solucién para
homogenizar a 50 mM, pH=7.5 (5 ml de soluciébn amortiguadora de fosfatos
500 mM pH=7.2, 0.5 ml de EDTA a 50 mM, 44.5 ml de H,O desionizada) con
20 pl de solucibn PMSF 1mM (1.7 mg de PSMF, 10 ml de etanol). Se
centrifugaron las muestras a 300 rpm durante 25 min. a 4°C y se recupero el

sobrenadante.

Para realizar la cuantificacion:

e Se utilizé un blanco experimental contenido en una celda de cuarzo que
tenia 100 ul de soluciéon de azida de sodio 20 mM, 100 ul de solucién de
glutation reductasa a 15 U/ml, 100 pl de solucion de NADPH a 1.5 mMy
500 pl de H,O desionizada. Se registré la absorbancia a una longitud de
onda de 340 nm. Todas las soluciones se preparan en fresco, ademas

de ser sensibles a la luz.

e Luego se utilizé un primer blanco, a partir del blanco experimental,

agregando 20 pul de solucion de GSH 250 mM y 50 pl de la muestra. Se
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registro el cambio en la absorbancia a 340 nm cada 3 seg. durante 40

seg.

e Posteriormente se agregaron 20 ul de solucién de H,O, 10 mM a la
celda anterior. Se registré la absorbancia nuevamente cada 3 seg.

durante 40 seg.

e Finalmente se prepar6 en una celda de plastico 100 pl de solucion
amortiguadora de fosfatos 500 mM pH=7.2, 10 ul de solucion EDTA 50
mM, 100 pul de NaN3, 100 ul de glutation reductasa a 15 U/ml, 100 pl de
solucién NADPH a 1.5 mM, 550 pl de H,O desionizada, 20 pl de GSH y

20 pl de H,0,. Se realiz6 una lectura a 340 nm.

Las actividades se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

o UGPx/ml = [ (Absorbancia a 340 nm muestra — Absorbancia a 340 nm primer blanco —
Absorbancia a 340 nm segundo blanco) /6.22] (400)

e UGPx/mg proteina de tejido = (UGPx) / (mg/ml de proteina de la muestra)

Analisis estadistico de resultados

Se realizaron mediciones basicas de estadistica descriptiva: media,
desviacion estandar, varianza y error estandar. Asi mismo, a los resultados
obtenidos se les aplicd una prueba de normalidad de Levenne. Para determinar
las diferencias entre los 6rganos se realizaron analisis de varianza de una via
(ANOVA). Se consideré como nivel de significancia estadistica p<0.05 y se

realizé la prueba de Tukey-Kramer para analisis inter e intragrupal.
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Resultados

Andlisis de niveles de proteinas MMR

Los niveles de MSH2 y MLH1 cuantificados en higado, pulmén y
cerebro, tanto de M. velifer como de D. rotundus (Fig. 6 y 7 respectivamente),
fueron normalizados con respecto al contenido proteinico obtenido de los
animales jévenes, a los cuales se les asigno el valor arbitrario de uno, y son
representados por el resultado del ensayo de Western Blot y sus

correspondientes densitometrias.

a) Myotis velifer

En M. velifer, se observd una disminucion de ambas proteinas MMR en
los organismos viejos comparativamente con los organismos adultos y jévenes.
Los niveles en higado y pulmén de la proteina MSH2, (Fig. 6 a-b) encontrados
en el grupo de las hembras viejas fueron aproximadamente 25% mas bajos que
aguellos observados en las hembras adulto; mientras que en los machos
viejos, los niveles de MSH2 fueron solamente 10% mas bajos en comparacion
con los machos adultos (p < 0.05). En el caso del cerebro, (Fig. 6¢), los niveles
de MSH2 fueron 19% mas bajos en las hembras adulto en comparacién con las
hembras jovenes, mientras que en los machos adulto fueron 24% mas bajo con
respecto a los machos jovenes (p<0.05). En general, el contenido de MSH2
encontrado en las muestras de higado fue distinto en los grupos de
murciélagos viejos en términos del género, ya que las hembras mostraron
niveles de la proteina 10% mas bajos (p<0.05) en comparacion con los

machos.

34



Los niveles de la proteina MLH1 en M. velifer, se encontr6 que estos
fueron mas bajos en las hembras adulto (11%) y viejas (15%) en comparacion
con las hembras jovenes (Fig. 6d). En el caso de los murciélagos macho, la
diferencia entre los organismos adulto y los jovenes vario entre tejidos, un dato
que fue mas evidente en las muestras de cerebro (Fig. 6f), donde la

disminucién fue cercana al 25% (p < 0.05).

Una diferencia entre los grupos por género fue observada en las
muestras de cerebro de murciélagos adultos, donde el decremento de los
niveles de proteina MLH1 fueon mayores en las hembras con respecto a los

machos (12%) (p < 0.05).

b) Desmodus rotundus

En la especie D. rotundus, los niveles de MSH2 y MLH1 en el grupo de
murciélagos adultos fueron significativamente mas bajos que los determinados
en los murciélagos jévenes (Fig. 7a-f) (p<0.05). En el higado, los niveles de
MSH2 (Fig. 7a) fueron aproximadamente 43% mas bajos en las hembras
adulto comparadas con las jovenes (p<0.05); mientras que en el pulmoén, la
diferencia fue de 27% (Fig. 7b, p<0.05) y en cerebro la reduccion fue
solamente 14% (Fig. 7c, p<0.05). En general, los grupos de hembras fueron
los que mostraron una menor diferencia en los niveles de MSH2 en términosde

edad al compararlos con los machos.

En los machos adulto, los niveles de la proteina MLH1 fueron
aproximadamente 20% mas bajos en cada uno de los tres tejidos (Fig. 7d-f).

Tanto en machos como en hembras se encontraron diferencias significativas en
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términos de la proteina MLH1 en cerebro, lo que no se vio reflejado en los otros

tejidos (13% menos en la hembras, p<0.05) (Fig. 7f).
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Figura 6. Niveles de proteinas MMR en Myotis velifer. Se observan iméagenes representativas
del ensayo tipo Western blot y densitometrias representativas de tejidos de higado (a y d),
pulmén (b y e) y cerebro (c y f). Peso molecular de MSH2=100 kDa. Peso molecular de MLH1=
85 kDa. Peso molecular de Actina= 42 kDa. n=5 por cada grupo de edad.
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Figura 7. Niveles de proteinas MMR en Desmodus rotundus. Se observan blots y
densitometrias representativas de tejidos de higado (a y d), pulmén (b y e) y cerebro (c y f).
Peso molecular de MSH2=100 kDa. Peso molecular de MLH1= 85 kDa. Peso molecular de

Actina= 42 kDa. n=5 por cada grupo de edad.
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Evaluacion de microsatélites en ADN mediante analisis por PCR.

a) Myotis velifer

En la figura 8a-f se observan los resultados obtenidos de la amplificacion
de secuencias microsatélites MS3DO2 y MS3EO2 en M. velifer. En todos los
casos se observo un incremento en las secuencias microsatélites en los tejidos
de murciélagos viejos. En las hembras viejas, las muestras de higado y pulmon
mostraron un incremento del 40% y 18%, respectivamente en el caso del
marcador MS3DO2, al ser comparados con las hembras adulto. Al comparar
los datos correspondientes para las hembras jovenes contra viejas, la
diferencia es del 43% y 32%, en higado y pulmén, respectivamente (p<0.05)
(Fig. 8 a-b). Se encontré un incremento en la inestabilidad de las secuencias
del segundo marcador microsatelital, MS3EO2, en los pulmones de hembras

viejas comparados con los de hembras adulto y jévenes (p<0.05) (Fig. 8 d-e).

Las muestras de cerebro de las hembras viejas presentaron un
incremento del 26% en el caso del marcador MS3DO2 y del 29% para el
marcador MS3EO2 (p<0.05) en comparacién con el grupo de hembras adulto
(Fig. 8c vy 8f). MS3EO2 fue el marcador con el mayor incrementd, con un 45%
en higado y 22% en pulmén, en comparacion con los mismos tejidos pero de
machos adulto (p<0.05). En el caso de los machos viejos, los niveles de
MS3DO2 en higado fueron 13% mas elevados que los niveles observados en
machos adultos (p<0.05). Mientras que en las muestras de cerebro, ambos
marcadores fueron significativamente mas elevados (45% para MS3DO2 y 28%

para MS3EO2) comparados con los organismos adulto (p<0.05).
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Se encontraron diferencias por género con respecto a las secuencias
microsatélites del marcador MS3DO2. Las hembras viejas presentaron un
incremento de 21% en el marcador MS3DO2 en higado, comparado con ese
mismo tejido obtenido de machos viejos, mientras que las muestras de cerebro
de machos viejos presentaron un aumento del 33% en los niveles del marcador
MS3DO2, comparado con los encontrados para las hembras viejas. En el caso
del marcador MS3EQO2, se encontraron diferencias de género solamente en el
pulmén, cuantificAndose 26% mas secuencias microsatélites en las hembras

hembras viejas que en los machos viejos.

b) Desmodus rotundus

En el caso de la especie D. rotundus, los marcadores microsatelitales
DESMOO y DESMOL1 fueron mas bajos en los organismos adulto comparados
con los organismos jévenes y viejos (Fig. 9 a-f) (p<0.05); pero en general,
ambos marcadores microsatelitales se vieron incrementados en los grupos de
organismos viejos y esto se evidencid en particular con las muestras de
cerebro (Fig. 9c y 9f) (p<0.05). Los niveles del marcador DESMOO fueron
menores en higado y pulmén de hembras adulto en comparacién con las
hembras jévenes (10 y 21%, respectivamente; p<0.05) (Fig. 9 a-b). En
machos, los niveles del marcador DESMOO fueron mayores en un 20% para
higado y 10% para pulmén, mientras que en las muestras de cerebro, la
diferencia fue del 13% (p<0.05), todo ello al comparar las muestras con las

correspondientes para los organismos jovenes.
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Figura 8. Amplificaciones de secuencias microsatélites en Myotis velifer. Se observan

imagenes y densitometrias representativas de tejidos de higado (a y d), pulmén (b y e) y

cerebro (c y f). Tamafio de secuencia MS3D02=229 pb. Tamafio de secuencia MS3EO2= 409

pb. Tamafio de secuencia Actina= 150 pb. n=5 por cada grupo de edad.
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Analisis del nivel de actividad de las enzimas antioxidantes

Los resultados obtenidos de los ensayos con enzimas antioxidantes se
muestran en las Tablas 1, 2 y 3, en donde se observa que las actividades de
CAT y GPx fueron menores en los murciélagos viejos de ambas especies en
comparacién con los murciélagos jovenes y adultos, siendo menores las

actividades determinadas en el cerebro (p<0.05).

a) M. velifer

En M. velifer, las muestras de higado presentaron mayor actividad de
CAT tanto en hembras jovenes como en machos jovenes (p<0.05), mientras
que la actividad de CAT fue significativamente mas baja en los organismos
viejos (60% en hembras y 66% en machos) (p<0.05) (Tablal). La actividad de
GPx fue menor en los machos viejos comparados con los jovenes (47% y 52%,

respectivamente) (Tabla 2).

b) D. rotundus

En D. rotundus, tanto la actividad de CAT como la actividad de GPx
fueron mayores en comparacién con las actividades de las mismas enzimas en
M. velifer (p<0.05). En particular, la mayor actividad de GPx fue encontrada en
los higados de las hembras jovenes de D. rotundus; la actividad fue 43% en las
hembras viejas y en un 53% en machos viejos (p<0.05). Con la excepcion de la
actividad de CAT en cerebro y GPx en pulmones de machos, la actividad
enzimatica antioxidante en los tejidos de organismos viejos de D. rotundus fue

similar a lo visto en tejidos de organismos adultos de M. velifer.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
actividad de la enzima SOD, entre los grupos de estudio de ambas especies,
aunque se aprecia una tendencia hacia una mayor actividad en higado,
seguida por pulmén y luego cerebro, en orden descendiente. Asi mismo, los
individuos viejos tienen generalmente mayor actividad de SOD que los adultos
y los joévenes independientemente del érgano analizado, y esta diferencia se
presenta tanto en hembras como en machos de las dos especies. Al analizar
los datos de forma especifica, se determin6 que, tanto en M. velifer como en D.
rotundus, la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx fue (en orden
decreciente) mayor en higado, seguido por la actividad en pulmén y finalmente
en cerebro, tanto en hembras como en machos. La actividad de las enzimas
CAT y GPx fue mayor en el grupo de organismos jévenes, y disminuyé en los
grupos de adultos y viejos, también en hembras y en machos. También se
observé que la actividad de la enzima CAT en cerebro era mayor en machos
con respecto a hembras, mientras que la actividad de la enzima GPx en el

mismo organo es mayor en hembras con respecto a machos.

Se observé mayor actividad de la enzima SOD, en los organismos
viejos al compararlos con los jévenes y adultos en hembras y en machos;
aungque en algunos casos la actividad registrada en los adultos fue mayor que
en los jovenes y en otros fue mayor en el joven que en el adulto, la constante
es que la actividad se mantiene elevada en los 6rganos de los viejos. La
actividad de SOD en cerebro no mostré una tendencia clara en las diferencias

por género.
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Tabla 1. Actividad de especifica de enzima CAT en M. velifer y D. rotundus.

Actividad CAT (mmolig)

Myotis velifer Desmodus rotundus

Hembras Higado Pulmén Cerebro Hembras Higado Pulmén Cerebro
Jovenes 10.34+0.28 7.43+0.09 0.950+0.21 Jovenes 13.39+0.22 7.11+0.24 2.46+0.33
Adultas 947+0.12 577+0.33 0.76+0.41 Adultas 11.42+0.30 10.74+0.42 1.89+0.52
Viejas 4+019** 3.85+0.16% 0.27+014*™ |Viejas 9.79+0.25 562+0.57 0.78+0.43"
Machos Higado Pulmén Cerebro Machos Higado Pulmén Cerebro
Jovenes 9.51+0.22 8.8+0.21 311031 Jovenes 12.92+0.31 8.42+0.15 3214049
Adultos 6.72+0.14 7.67+0.45 253+0.88 Adultos 11.35+£0.41 9.26+0.17 4.17+0.25
Viejos 333119 2782017  0.97+0.33" Viejos 8.43+0.38 7.69+0.38 1.43+0.37*

Datos de la tabla: Andélisis de ANOVA, (p< 0.05, n=

5); *= diferencia significativa de

grupos viejos vs. jovenes, **= diferencia significativa de grupos viejos vs. jovenes y

adultos.

Tabla 2. Actividad especifica de enzima GPx en M. velifer y D. rotundus.

Actividad GPx (mmol/g)

Myotis velifer Desmodus rotundus

Hembras Higado Pulmoén Cerebro Hembras Higado Pulmoén Cerebro
Jovenes 21.71+0.62 17.3620.44 13.87+0.52 Jovenes 41.73+0.85 30.90+0.75 13.54+0.98
Adultas 16.13+0.22 1423017 8.12+0.78 Adultas 36.12+0.80 22 41+0.49* 731067
Viejas 10:0.74% 5.82+064** 3.61+054**™ |Viejas 18.21+0.64* ™ 11.72+0.79* * 1.45+0.35" ™
Machos Higado Pulmoén Cerebro Machos Higado Pulmon Cerebro
Jovenes 27+0.82 15.84+0.91 8.76+0.81 Jovenes 36.19+0.84 13.27x0.75 6.31x1.01
Adultos 19.3820.24* 12.30+1.05 5132044 Adultos 27.74+061% 12.2620.96 568049
Viejos 14.21+0.98* 7.42+0.56** 2.39+0.92% Viejos 18.99+0.38* ™ 524:013** 2072062

Datos de la tabla: Andlisis de ANOVA, (p< 0.05, n=

5); *= diferencia significativa de

grupos viejos vs. jovenes, **= diferencia significativa de grupos viejos vs. jovenes y

adultos.

Tabla 3. Actividad especifica de enzima SOD en M. velifer y D. rotundus.

Actividad SOD
Myotis velifer Desmodus rotundus
Hembras Higado Pulmén Cerebro Hembras Higado Pulmén Cerebro
Jovenes 1640.84£359  568.21+3065 240.73+49.08 |Jovenes 214407248 7328941920 240.73:+49.08
Adultas 1540245713 46487+2521  348.17+4121 |Adultas 1998.75£2498 807.71+4266 34817+41.21
Viejas 1935+35.77 591.31+27.10  407.12+#3299 [Viejas 2311+46.09 994.74+3374 407.12+32.99
Machos Higado Pulmén Cerebro Machos Higado Pulmén Cerebro
Jovenes 14712577 57384+3244  336.88+36.30 |Jovenes 2009+13.21 628.17+10.31 210.74+21.01
Adultos 15304242141 51280+3161 29231+4711 |Adultos 179233+3102 6324043811 311.02+4.77
Vigjos 1766.21+1709 688.39+2803  42228+47.05 |Viejos 220655+4519 819224729  47524+2367

Datos de la tabla: Andlisis de ANOVA, (p< 0.05, n=

5); *= diferencia significativa de

grupos viejos vs. jovenes, **= diferencia significativa de grupos viejos vs. jovenes y

adultos.

Para determinar si existe una correlacion entre los niveles de MSH2 y

MLH1 con la IMS y si este tipo particular de dafio al ADN pudiera correlacionar

con la actividad de las enzimas antioxidantes, se realizd una regresion
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matematica lineal para cada par de variables de estudio. El resultado obtenido
del analisis en M. velifer para ambos marcadores microsatélites y su relacion
con MSH2 y MLH1 se muestra en las figuras 10 y 12 respectivamente. De la
misma forma se presentan en las figuras 11 y 13 las mismas correlaciones para
D. rotundus. Mientras que la regresion realizada entre marcadores
microsatelitales y las enzimas antioxidantes se muestra en las figuras 14 (para
CAT) y 16 (para GPX), las Figuras 15 y 17 muestran el mismo tipo de analisis

para D. rotundus.

En M. velifer se aprecia una correlaciéon inversa entre la reduccion de los
niveles de MSH2 y los marcadores MS3DO?2 (Fig. 10 a-c) y MS3EO2 (Fig. 10
d-f), asi como una reduccion en la actividad de las enzimas antioxidantes. Esta
correlacién es mas evidente en los murciélagos viejos al ser comparados con
los murciélagos jévenes y adultos. Se observa la misma correlacién inversa
entre la reduccion de los niveles de MLH1 con un incremento de los
marcadores MS3DO2 (Fig. 12 a-c) y MS3EO2 (Fig. 12 d-f), asi como con la

actividad de las enzimas antioxidantes.

En D. rotundus, se observa que no hay correlacién entre los los niveles
de MSH2 con una reduccion de los marcadores DESMOO en los organismos
adultos y viejos (Fig. 11 a-c) y DESMOL1 (Fig. 11 d-f), asi como con la actividad
de las enzimas antioxidantes. Esta falta de correlacion se observa también en
los niveles de MLH1 con los marcadores DEMOO (Fig. 13 a-c) y DESMO1
(Fig. 13 d-f), asi como con la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y
GPx (Fig. 15y 17). En cerebro se encontr6 una correlacion entre los niveles de

enzimas antioxidantes y variaciones de secuencias microsatélites (Fig. 17 e- f).

45



14 14 .\\ 17
™ 16
g 13 8 13 . g
a a . 8 15
2 2 3 *\\\ e
2w N = SN R
I ng RN 2 12
o c \E o
(=] (=] o 1
(L] a L b 091 &
08 08+ 08
or 075 08 o088 09 0% 1 105 or ors os 08s 0 095 1 108 06 or [ F ] 09 1 11
D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2

16

16 16
4‘\ 15

o \ N1 o 14
ﬁ 13 ﬁ 13 (!B'p ha (1
2 Nt 2 12 .\ 2 : f \b\___
g 11 SR g 11 \.\ g 1 T
g 1 T o 1 o gg
0 d 1l a 08| f
08 + T 08 + o7
07 075 08 085 09 095 1 105 07 075 08 085 09 095 1 105 08 or 08 09 1 11
D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos Cerebro Hembras Machos
Jévenes < & Jévenes ¥r O Jévenes =] ]
Adultos <4 & Adultos * [ ] Adultos L @
Viejos + +* Viejos »* [ ] Viejos - -

Figura 10. Nomogramas comparativos de MSH2 y secuencias microsatélites MS3DO2 y

MS3EO2 en Myotis velifer. n=5 por cada grupo de edad.

18
]l . *
° o 16
g 0 § 11 | * g 15
7. a [ \ / [
a a ! | \ / Tk a e |
g; o8s g: v | / .//’,/f g : “_\
1] ) T
a a - a S
e N R
[ b e
o7 or 08+
06 o7 es 09 1 " 06 o7 08 09 1 11 08 07 08 09 1 "
D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2
12 115 15
5 11 x 5 * - 4
= 1 = \ g 13
® 7 @ 1os \ .\? 7
w - — w
o oo 4/—4—‘ a \ \\‘ﬁ o '? k
y 1 )
& s o T -RT! —
g g — o =
a d 095 o (= f =1
06 4 09 + 09
05 086 07 08 09 1 1 06 07 08 09 1 11 06 o7 08 09 1 11
D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2 D.O.R. MSH2
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos Cerebro Hembras Machos
Jévenes 4 < Jovenes ¥r u] Jovenes = o
Adultos <+ @ Adultos * ] Adultos = @
Viejos + * Viejos >* n Viejos - .

Figura 11. Nomogramas comparativos de MSH2 y secuencias microsatélites DESMOO y

DESMO1 en Desmodus rotundus. n=5 por cada grupo de edad.

46



D.O.R. MS3D02

D.O.R. MS3EQ2

15

14 . v
15 16
o
13 \ 8 14 3 15
=1
12 o 13 a
g 12 = 13
11 > € 12
4 ]
1 - s 9 11
a 1 a
09 a 08 09
08+ 08+ 08+
08 07 08 09 1 11 06 o7 08 (2 1 1.1 06 07 08 09 1
D.O.R. MLH1 D.O.R. MLH1 D.O.R.MLH1
18
17 e 16
6 PR 15
15 * Q g 14
14 2 13 213
I z 2 = 12
11 o 11 g 11
1 a 1 e
oo d 09 09
08 + 08 + 08 +
06 o7 08 09 1 11 06 07 08 09 1 11 12 06 o7 08 09 1
D.O.R.MLH1 D.O.R. MLH1 D.O.R.MLH1
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos Cerebro Hembras Machos
Jévenes <4 kel Jévenes v u] Jévenes = o
Adultos + 3 Adultos * -] Adultos = @
Viejos + * Viejos * n Viejos - .

Figura 12. Nomogramas comparativos de MLH1 y secuencias microsatélites MS3DO2 y

MS3EO2 en Myotis velifer. n=5 por cada grupo de edad.

D.O.R. DESMOO

D.O.R. DESMO1

12 12
115 17
1 11 n
o
105 e g 15
1 z =
“ 13
095 a8 o9 w
a
09 o € 11
085 - g o® %
& )
08 07 9 g9
0rs{ a b c
07 + 06 07
05 06 07 08 09 1 11 06 o7 08 09 1 11 06 07 08 09 1 11
D.O.R. MLH1 D.O.R. MLH1 D.O.R. MLH1
12 12 15
115 115 14
11 ’ 6 11 - 13
105 = 105 t.\\ g
a [ EERR]
1 a M o
i 1
095 o go5 o T
g o ¢
09 a 09 S os
0851 of 0854 @ or{ f
08 + 08 06
04 06 08 1 12 06 07 08 09 1 11 12 06 07 08 09 1 11
D.OR.MLH1 D.O.R.MLH1 D.O.R. MLH1
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos Cerebro Hembras Machos
Jovenes +* < Jovenes ¥r u} Jovenes = [e]
Adultos + * Adultos * m Adultos = °
Viejos + * Vigjos > - Viejos - .

Figura 13. Nomogramas comparativos de MLH1 y secuencias microsatélites DESMOO vy

DESMO1 en Desmodus rotundus. n=5 por cada grupo de edad.

47



5 s
16
14
o o N 15 .\
g 0 12 S 14
22 + 2 \ 2 13
@ o 12 2
= 11 = FARE]
o PIRE! @ 11
G ! g o G 1 o
4 g9 G o o g g
04 7 08 08{ €
07 08 07
0 2 4 6 8 10 12 0 4 6 8 10 0 05 1 15 2 25 3 35
CAT (mmolig) CAT (mmol/g) CAT (mmol/g)
16 16
17 15 15
o 14 w14
g 19 .\ 3 g *
9 13 13
w w
w
@ 13 2 12 | S B 12
= = z
o @ @ !
o ' 5 1 o 1
d g a
ve o o9 09
d 08 08+ f
07 + o7 - 0T
o 2 4 6 8 10 12 0 4 8 8 10 0 05 1 15 2 25 3 35
CAT (mmollg) CAT (mmol/g) CAT (mmolig)
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos Cerebro Hembras Machos
Jovenes 4 Jévenes 1 o Jivenes =] ]
Adultos <+ Adultos * =] Adultos o= ®
Viejos + Viejos * [ ] Viejos - .

Figura 14. Nomogramas comparativos de secuencias microsatélites MS3DO2 y MS3EO2 con

respecto a la actividad de la enzima CAT en Myotis velifer. n=5 por cada grupo de edad.

12 14 18
115 1 ; 6
11 1 o
o
g . g g . '\
1 1 o
ﬂ o w1z — o
a 095 a oe o
€ 09 o 08 o ! o
S oss g o7 2 s
08 06 06
LEER - | 05 c
07 + 04+ 04
5 7 9 1 13 15 4 [ 8 10 12 0 1 2 3 4 5
CAT (mmol/g) CAT (mmol/g) CAT (mmolig)
12 115 15
15
115
1 14 *
s ) 512
= o 2 s z 12
W
8 1 a g
: ¢ 3 1
& pos - o O
2 g P g s
a o9 095 2 0g
085 { o or{ f
08 094 06
8 10 12 14 6 8 10 12 ] 1 2 3 4 5
CAT (mmol/g) CAT (mmolig) CAT (mmolig)
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos Cerebro Hembras Machos
Jévenes < Jévenes 54 ] Jovenes ] [e]
Adultos <+ Adultos * = Adultos = ®
Viejos + Viejos * n Viejos - .

Figura 15.

Nomogramas comparativos de secuencias microsatélites DESMOO y DESMO1 con

respecto a la actividad de la enzima CAT en Desmodus rotundus. n=5 por cada grupo de edad.

48



18

15 15
o~ 14 o o 16 ®
8 s g 13 * 8 1
@ 12 2 12 3
Z — s N\ 2 12
o ¢ o
5. o g = 2
o 09 S oo 2
08 08 08
074 a 07 c
06 06 06 4
5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15
GPx (mmolig) GPx (mmolig) GPx (mmol/g)
18 16 16
15 *\ 15
16 o 14 ~ 14
o
S 14 9 13 g k.
8 g g .
g2 . = £ n =,
¢ & o 1
© 3 3
£ G H
c ! a 09 2 09
3 a
e 08 08
08
d o7 o7
[ 06 06 4
5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 0 5 10 15
GPx (mmolig) GPx (mmolig) GPx (mmollg)
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos Cerebro Hembras Machos
Jovenes <+ < Jovenes ko4 u] Jévenes =} o
Adultos + * Adultos * -] Adultos - °
Viejos + * Viejos * ™ Viejos - ™

Figura 16. Nomogramas comparativos de secuencias microsatélites MS3DO2 y MS3EO2 con

respecto a la actividad de la enzima GPx en Myotis velifer. n=5 por cada grupo de edad.

14

12
13
o M o
12
o o *
= 1 > -
m +‘_l——‘_ /ﬁ_///{ E B .\\ \
a oo Do a ! o F Ay
" 7 @ o o -
o 08 S 4 Ny
a o *
07 a o7
08 08
10 20 30 40 50 0 5 10 15 20 25 30 35
GPx (mmolig) GPx (mmolig)
12 12
115 115
é 11 .\ g 11 *\
5 105 \\ o 105 | S
[ 1 + N 8 L | . kg
a . Vs a -~
€ oo ~ / g 095 e
g 09 ~ \‘/ a oo
oss{ o 085
08 08
0 0 E 30 40 50 0 5 10 15 20 25 30 35
GPx (mmolig) GPx (mmolig)
Higado Hembras Machos Pulmén Hembras Machos
Jovenes < & Jovenes ¥ n}
Adultos <+ @ Adultos * m
Viejos + * Viejos * [ ]

D.O.R. DESMOC

D.O.R. DESMO1

16
.\\
14
N
12 #\,\\\
1 4@‘—@
08
c
06
o 5 10
GPx (mmolig)
16
15
14 ‘
13 “-:\\
12 \-\
1 { T2
09
08
or{ f
08
] 5 10
GPx (mmolig)
Cerebro Hembras Machos
Jovenes & (o]
Adultos = L
Viejos - .

Figura 17. Nomogramas comparativos de secuencias microsatélites MS3DO2 y MS3EO2 con

respecto a la actividad de la enzima GPx en Desmodus rotundus. n= 5 por cada grupo de edad.

49



Discusiodn

La IMS es el resultado de la acumulacion de de cambios anormales en la
secuencia genética, tales como mutaciones, que se generan a lo largo de la
vida de un organismo y que no se corrigieron a consecuencia de factores como
fallos en la maquinaria de reparacion de ADN (Narine et al. 2007). Se ha
sugerido que el dafio al ADN por estrés oxidante puede inducir la IMS durante
el proceso de replicacion del ADN (Jackson & Loeb 2000). Por lo tanto, se
requiere entender la relacibn entre la eficiencia de los mecanismos
antioxidantes y de reparacion, el dafio al ADN y la longevidad. Sin embargo,
datos que apoyen dicha relacion son escasos y no concluyentes. Las ERO han
sido consideradas como un factor inductor de dafios al ADN, que tienen un
impacto sobre la fidelidad genética y la homeostasis celular (Jackson et al.
1998). Se ha demostrado que la IMS incrementa cuando se dan deficiencias en
el sistema de reparacion MMR en el ADN, en particular cuando se presentan
fallas en la expresion de la proteina MSH2. En modelos experimentales como
cepas de E. coli genéticamente modificadas para tener deficiente el sistema de
reparacion por malos apareamientos, se generan incrementos de frecuencias
de mutacién de cambio de secuencias de hasta 300 veces mas que en las
cepas silvestres (Jackson et al. 1998). En cepas de ratones modificadas
genéticamente para tener deficiencias combinadas de MLH1/ATM (ataxia—
telangiectasia), junto con una disfuncién de la actividad de SOD1, se presenta
un incremento del estrés oxidante asi como una sensibilidad a la radiacion, lo
cual conlleva a un incremento en la aparicion de linfomas agresivos. Sin

embargo, a pesar de estos resultados, dichos animales no mostraron
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diferencias significativas en términos de su longevidad y ciclos de vida. (Ziv et
al. 2005).

En este estudio, los niveles de MSH2 y MLH1 fueron méas bajos en los
grupos de animales viejos de M. velifer, en comparacion con los grupos de
animales jovenes y adultos. Por otro lado, los organismos de la especie D.
rotundus presentaron niveles reducidos de proteinas del sistema MMR de los
observados en M. velifer adultos y viejos. El hecho que los murciélagos
vampiros adulto tengan niveles reducidos de proteinas MMR podria ser un
indicador que existen otros procesos o vias de sefalizacidn que estuvieran
modificando la expresion de estas proteinas, tales como una reduccion de los
dafios en la molécula de ADN posiblemente como consecuencia de la
eficiencia de los procesos BER o NER. Al mismo tiempo, se observo un
incremento mayor al 40% de los marcadores microsatelitales en los organismos
viejos de M. velifer, mientras que los niveles de los marcadores DESMOO y
DESMOL1 para D. rotundus no eran tan altos como los observados en M. velifer,
siendo mas bajos en los grupos adultos comparados con los controles jovenes
(entre el 10 y el 20%). Los murciélagos M. velifer viejos presentaron niveles
mucho mayores de secuencias microsatelitales, lo que se correlaciona con
niveles reducidos de proteinas MMR; D. rotundus presentd tanto niveles
reducidos de marcadores microsatélites como de proteinas MMR. Dado que M.
velifer vive menos tiempo que D. rotundus, los resultados podrian sugerir que
existe una asociacion entre el dafio al ADN y fallas en el mecanismo de

reparacion, que podrian afectar la longevidad en los murciélagos.

La expresion de MSH2 y MLH1 a lo largo del fenémeno del

envejecimiento no ha sido estudiado en murciélagos; sin embargo si se han
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realizado experimentos en otros modelos experimentales: en C. elegans
modificado genéticamente para hacerlo deficiente en la expresion de MSH2, se
determind que, con cada generacion subsecuente de gusanos, tanto la
fertiidad como la tasa de sobrevivencia se redujeron debido a un incremento
en las mutaciones atribuidas a la falta de eficiencia del sistema MMR (Estes et
al. 2004). Al utilizar como modelo experimental células T de pacientes
donadores jovenes y viejos, con el fin de determinar el proceso de expansion
por clonacion de las células T in vitro, se determiné que los niveles de dafio al
ADN por estrés oxidante y de IMS aumentaron en un patron dependiente de la
edad y junto con una capacidad de reparacion disminuida del ADN. Los
resultados obtenidos de otro estudio utilizando el modelo de clonas de células
T de donadores ancianos con buena salud mostraron que la reparacion de
ADN se mantiene constante, lo cual se refleja en un dafio al ADN por estrés
oxidante que se mantiene en el mismo nivel (Pawelec et al. 2004). En
experimentos con humanos, se ha determinado que el riesgo de adquirir cancer
colorectal incrementa al alcanzar una edad promedio de 70 afios 0 mas, en
comparacién con el riesgo en pacientes de 30 y 50 afios de edad. Este
incremento no sélo fue correlacionado con un incremento en las mutaciones de
los genes de MSH2 y MLH1 en pacientes de 70 afios, sino también con la tasa
incrementada de mutaciones del gen de MLH1 de pacientes machos
comparado con las pacientes hembra en todos los grupos clasificados por la
edad, asi como las pacientes mujeres mostraron un incremento en las
mutaciones del gen de MSH2, en comparacion con los pacientes hombres
(Choi et al. 2009). A pesar de las mutaciones inherentes que podrian estar

afectando su funcionalidad, esta informacion podria dar cuenta de diferencias
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por género en términos de la susceptibilidad al envejecimiento y a
enfermedades degenerativas en los organismos a medida que envejecen,

resultando en diferentes defectos de la sefializacion de reparacion del ADN.

De acuerdo con Lyman (1970), los murciélagos presentan niveles altos
de consumo de oxigeno por su actividad diaria contra organismos de tamafio
pequefio terrestres, una caracteristica que contrasta con los descensos
drasticos en consumo de oxigeno cuando entran en aletargamiento fisiologico.
Existen registros de individuos que sobreviven méas all4 de los 30 afios en la
vida silvestre existen para cinco especies de murciélagos. De éstas, tres
pertenecen al género Myotis, las cuales también tienen la capacidad de
hibernar. Wilkinson y South (2002) han sugerido que el ciclo de vida del
murciélago incrementa significativamente con la hibernacion, la masa corporal
y el uso ocasional de cuevas, pero disminuye con la tasa reproductiva, mientras
qgue la influencia de la dieta permanece sin esclarecerse. También se ha visto
que M. velifer tiene niveles de actividad antioxidante incrementada durante la
hibernacion. Sin embargo, datos respecto a este tema para D. rotundus son
escasos (Salmon et al. 2009).

Es posible que existan causas adicionales que podrian estar influyendo
en la longevidad de los murciélagos. M. velifer, como especie, es propensa a
vivir en cuevas, una condicion que, junto con su capacidad de vuelo, le permite
tener una mejor capacidad de evadir a sus depredadores (Fitch et al. 1981). El
proceso de hibernacién dentro de las cuevas juega un papel importante en
prolongar la longevidad de estos murciélagos y reduce la mortalidad
extrinseca: los murciélagos que hibernan pueden lidiar con periodos largos sin

disponibilidad de alimento, mientras que las cuevas proveen un ambiente
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protector, reduciendo su riesgo de morir por falta de alimento y por
depredacion. Se ha sugerido que los murciélagos que hibernan poseen
longevidades mas largas en comparacion con las especies tropicales
(Wilkinson & South 2002). Sin embargo, los murciélagos tropicales, como D.
rotundus, también son especies muy longevas; por lo tanto, la hibernacion
puede no ser el Unico factor que esté incrementando la longevidad en todas las
especies de murciélagos. D. rotundus no es un organismo que recurra mucho a
las cuevas como ambiente protector, como lo hace M. velifer, no hiberna y
ademas de ser capaz de volar, este vampiro puede dar pequefios brincos con
el propdsito de alcanzar su presa (como ocurre con el ganado); por lo tanto se
encuentra mas expuesto a diferentes tipos de depredadores. En teoria, las
especies que estan menos expuestas a factores ambientales, como los
murciélagos de cuevas, tienden a ser especies con una alta tasa de
sobrevivencia y ciclos de vida largos. Por otro lado, de acuerdo con la teoria
evolutiva del envejecimiento, a la senescencia se le atribuye una disminucion
de su poder de seleccion natural a lo largo de diferentes edades después de
pasar la madurez sexual. Esto significa que la acumulacién genética de alelos
de accion tardia y/o la seleccion de alelos con efectos pleiotrépicos podrian
modificar la longevidad de estas especies (Austad & Fischer 1991). El
murciélago vampiro, a pesar de estar expuesto a condiciones ambientales de
peligro y depredadores, también vive en regiones tropicales, lo cual le permite
tener condiciones de humedad y temperatura que promueven caracteristicas
genéticas favorables, asi como una mayor disponibilidad de comida que
podrian mejorar su calidad de vida y por lo tanto su longevidad. Ademas, dado

gue Desmodus no es un morador de cuevas como Myotis, no esta expuesto a
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otro tipo de factores; por ejemplo, los productos secundarios generados
durante su ciclo de vida, que pueden llegar a ser toxicos. Los murciélagos de
cuevas generan concentraciones elevadas de amoniaco, principalmente por la
degradacion de urea y los excrementos, lo cual podria estar generando un
estrés fisiologico por especies reactivas de nitrdgeno en especies como M.
velifer y que D. rotundus no experimenta (McFarlane et al. 1995). El
metabolismo de la degradacién del nitrégeno es un factor de potencial
importancia, ya que es conocido como un proceso generador de altos niveles
de estrés oxidante y nitrosativo y que podria influir en la longevidad de las
especies (Oliveira et al. 2010).

Las actividades de CAT y GPx fueron menores en los murciélagos viejos
hembra de M. velifer comparadas con los murciélagos adulto y viejos de la
misma especie (Tablas 1 y 2). Los machos presentaron una reduccion linear
de su actividad antioxidante con la edad. Estas observaciones son similares a
las reportadas previamente sobre especies tales como M. nigricans (Wilhelm et
al. 2007), indicando un mecanismo que les permite a estos organismos con
ciclos de vida largos compensar la alta tasa metabdlica con diferentes
respuestas antioxidantes. En D. rotundus se observé una actividad antioxidante
reducida en los murciélagos viejos; sin embargo, las actividades antioxidantes
enzimaticas en los vampiros viejos fueron equivalentes a las actividades
registradas en los organismos M. velifer adulto. Una actividad enzimatica
antioxidante alta puede otorgar a los murciélagos vampiro una ventaja en
términos de proteccion contra el estrés oxidante, que a su vez podria
incrementar su longevidad, dado que estos organismos no entran en

hibernacion. La actividad de SOD incrementdo en los murciélagos viejos,
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mostrando una diferencia considerable comparada con la actividad de CAT y
GPx (Tabla 3). Esto podria significar que los murciélagos viejos tienen la
capacidad de incrementar su proteccion contra el estrés oxidante. También
podria sugerir que el dafio por estrés oxidante es mucho mayor y que la
actividad medida es un indicador de la exposicion de estos tejidos a dicho
estimulo durante su ciclo de vida. En ambas especies, el cerebro fue el 6rgano
que presentdé menor actividad de las tres enzimas antioxidantes (SOD, CAT y
GPx). Se pueden apreciar diferencias en el sistema antioxidante en funcion de
género, pero estas diferencias son mas marcadas para CAT y GPx

(independientemente de la especie) a nivel del cerebro.

SOD transforma al Oz.' en H,0,, y tanto CAT como GPx actian sobre

este mismo sustrato. De acuerdo con los datos obtenidos en el presente
estudio, se puede considerar que en los murciélagos viejos de ambas especies,

la mayor actividad de SOD en los tres 6rganos estudiados puede estar

relacionada con una mayor generacidon del O, . Esto traeria como

consecuencia una mayor generacion de H,O, mientras que la actividad de CAT
y GPx es menor. Ello que parece indicar que, efectivamente, en los

murciélagos viejos el sistema antioxidante para modular a esta ERO con mayor

vida media que el O, " se encuentra disminuido. Las diferencias en la actividad

de CAT y GPx en el cerebro de hembras y machos viejos (mayor CAT en
machos y mayor GPx en hembras) podrian indicar que, dependiendo del sexo
(y por tanto de funciones biolégicas como reproduccion, cuidado del harem,
etc.), hubiese una modulacion diferencial del H,O,;, es decir, a menor

concentracion de H,O, actuaria CAT y a mayor concentracion de H202
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actuaria GPx. Sin embargo, los resultados del presente este estudio no brindan

suficiente evidencia para poder validar esta explicacion.

Otra caracteristica a considerar son las diferentes dietas de las dos
especies. Las diferencias encontradas en el perfil antioxidante pueden estar
reflejando las diferencias respecto al tipo de alimentacion entre estas especies
(sangre versus insectos). Se ha reportado que los murciélagos vampiros
presentan mayores niveles de dafio oxidante debido al alto contenido
intracelular de hierro en sangre (Ferreira-Cravo et al. 2007). En nuestro estudio,
los niveles de dafio por estrés oxidante no se vieron reflejados en un
incremento en la inestabilidad del ADN, dado que esta molécula parece estar
mejor protegida contra el dafio en Desmodus. Esta diferencia en la
inestabilidad gendmica puede estar relacionada con el perfil antioxidante
observado en los tejidos estudiados. Ademas, se observaron diferencias en los
niveles de antioxidantes entre tejidos, lo que puede indicar que cada tejido
podria estar expuesto a diversos tipos de estrés oxidante. Por ejemplo, los
pulmones estan expuestos a una mayor tension de oxigeno en comparacion
con el resto de los 6rganos; por lo tanto pueden requerir de necesidades
antioxidantes especiales. El higado y el cerebro son conocidos por ser érganos
gue requieren de una cantidad determinada de energia, con altos niveles de
mitocondrias y, por lo tanto, pueden ser susceptibles de un nivel alto de estrés

oxidante, particularmente en el cerebro.

Sin embargo, en D. rotundus la tendencia difiere considerablemente. De
acuerdo con la teoria evolutiva del envejecimiento, los constituyentes celulares
pueden eventualmente fallar debido a errores y acumulacion de dafio, En
contraste, considerando la teoria del “rango de vida”, la acumulacion de errores
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podrian estar relacionada con procesos fisiolégicos. Lo anterior se relaciona
con tasas metabdlicas especificas de masa. En M. velifer, esto podria explicar
porqué la IMS es mayor que lo visto en D. rotundus y podria estar asociado con
las altas tasas metabdlicas encontradas en otras especies de murciélagos
(Austad & Fischer 1991; Wilhelm et al. 2007).

Otra caracteristica para tomar en cuenta al comparar la longevidad
maxima entre las especies, es la relacion con la masa corporal. En este estudio
D. rotundus, que es la especie mas longeva, es también la que tiene mayor
tamafio corporal. Basado en un regresion de masa corporal contra longevidad
maxima, se determin6 que el murciélago de cueva Myotis podria vivir 2.7 veces
mas de lo esperado, mientras que el murciélago vampiro Desmodus podria vivir
4.8 veces mas de lo esperado. Cuando se hace un ajuste por tamafo corporal,
varias especies de Myotis representan a los mamiferos con el mayor grado de
longevidad, inclusive mas que lo determinado en Desmodus; por lo tanto se
requeriria de mayor informacion sobre la filogenia de estos murciélagos que

pudiera esclarecer mejor esta interrogante.

Los andlisis morfolégicos y filogenéticos han mostrado que la familia
Vespertilionidae, a la cual pertenece Myotis velifer, estd menos emparentada
con la familia Phyllostomidae, a la cual pertenece Desmodus rotundus. El
género Desmodus es mas antiguo (surgié aproximadamente hace 26 millones
de afnos), que Myotis (diverge alrededor de hace 20 millones de afios) (Teeling
et al. 2005). Existen tres especies de murciélagos vampiros conocidas (D.
rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus youngi) que conforman a la subfamilia
Desmodontinae (Jones et al. 2009). Sin embargo, los Unicos datos reportados

sobre longevidad son referentes a D. rotundus, y por ende, no pueden
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realizarse comparaciones intraespecificas en esta subfamilia. EI género Myotis,
que comprende alrededor de 100 miembros (Simmons, 2005), esta distribuido
alrededor del mundo, excepto en las regiones polares y representa una de las
mas diversas y mas exitosas en términos de radiaciones entre los mamiferos.
Existen reportes de ciclos de vida de 22 especies de Myotis (Wilkinson & South
2002), con diferentes dispersiones geograficas: 9 especies Paleérticas
(Eurasia) con 25.4 + 6.3 afios de vida promedio; 12 Neéarticas (Norteamérica)
con 17.6 = 6.9 afios promedio y s6lo una especie Neotropical (Centro-
Suramérica) con 7.0 afios promedio de vida. Los analisis filogenéticos indican
que las especies Paleérticas son las mas antiguas, mientras que la especie
mas reciente es la Neotropical (Stadelmann et al. 2007). De acuerdo con la
afinidad geografica del género Myotis, su longevidad tiende a disminuir; desde
la regién templada vieja (Paleartica) hacia la mas reciente (Neartica) y
consecuentemente, la regién Tropical. Esto sugiere una posible relacién entre
la reduccién de la longevidad y la dispersién de Myotis de regiones templadas a
tropicales, asi como una reduccion en la duracién de la hibernacion. La
mayoria de las especies que habitan en regiones frias o templadas (Regiones
Paleartica y Neotropical) cuenta con la capacidad de hibernar y sélo dan a luz a
una cria por camada al afio (monoestros, con baja tasa reproductiva), mientras
gue la especie Neotropical (M. nigricans), que no cuenta con capacidad de
hibernar, de naturaleza poliéstrica y por ende, tiene una alta capacidad
reproductiva de 3 crias por camada al afio. Estas hembras, curiosamente,
tienen un peso corporal menor que el determinado en otros Myotis (4 g vs. 10.1

g en M. velifer).
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El estilo de vida de D. rotundus presenta caracteristicas que no encajan
con el modelo de alta longevidad, como por ejemplo su periodo de gestacion
de 7 meses, su alimentacién basada en sangre (con altos niveles de hierro) y
presenta altos niveles de estrés social como individuos de una comunidad,
debido a su necesidad de proteger a los miembros de su nicho reproductivo
(harem) de machos externos o satélites. Sin embargo, esta especie vive casi 2
veces mas que M. velifer. Las regresiones lineares de las Figuras 13y 15 de M.
velifer muestran lo que se esperaba: una reduccion en los niveles de las
proteinas MMR y de las actividades antioxidantes con un incremento en la
edad, asi como un incremento en el dafio al ADN. Sin embargo, en las Figuras
14 y 16 se observa un patron diferente, dificil de explicar. Dado que D. rotundus
no puede entrar en aletargamiento fisiolégico, su consumo de energia es mayor
comparado con el de M. velifer. Esto podria explicar parcialmente lo
determinado en las actividades de CAT y GPx como un mecanismo para
contrarrestar la generacion endogena de ERO. La actividad de SOD fue mayor

en los murciélagos viejos de ambas especies, lo cual puede denotar una mayor

produccion de O, . Sin embargo, estas determinaciones por si solas no

pueden explicar por qué difiere con la nociébn de que un alto metabolismo
incrementa el consumo de oxigeno y el dafio por estrés oxidante. D. rotundus
es un organismo homotérmico que no entra en el proceso de hibernacion; esta
especie quiza tiene mecanismos con mayor actividad antioxidante, comparada
con especies como M. velifer que si cuentan con capacidad de hibernar.
Diferencias como éstas pueden inducir un efecto adaptativo en las células ante
dosis leves de estrés oxidante, lo cual podria activar la expresion de proteinas

citoprotectoras y antioxidantes, permitiendo que el efecto pro-oxidante funja
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como un agente hormético (Luna-Lépez et al. 2010). El efecto hormético podria
ser una forma de explicar, de manera parcial, los diferentes patrones de
respuesta en D. rotundus, lo cual podria sugerir una respuesta adaptativa a
todos estos factores para mantener un ciclo de vida prolongado y més
saludable. Sin embargo, mas experimentos son requeridos para poder explicar

por completo este fenébmeno.

Conclusiones y Perspectivas

Los resultados obtenidos indican que Myotis velifer, la especie menos
longeva, presenta un incremento en la IMS conforme la especie llega a una
edad mayor. Esto se correlaciona con una reduccion de las proteinas de
reparacion tipo MMR, MSH2 y MLH1, conforme llegan a la edad mayor.
Desmodus rotundus, la especie mas longeva, presenta una reduccion de su
IMS desde la edad adulta y se mantiene con pocos cambios en la etapa de
edad mayor. Esto se correlaciona con una reduccion de las proteinas de
sefalizacion de reparacion en los mismos grupos de edad, lo cual podria ser un
indicador de que una disminucion del dafio fomenta una reduccion en los
niveles de las proteinas MMR. Estos datos indican que a nivel especie, pueden
presentarse diferencias en el mantenimiento de la fidelidad genética, que
aseguren el propio funcionamiento celular y puedan contribuir a explicar coémo
una especie puede diferir de otra en términos del envejecimiento. Asi mismo,
una reduccion significativa de las actividades de las enzimas antioxidantes CAT
y GPx en ambas especies indica un posible efecto en las células, que pudiera a

su vez afectar la longevidad de estas especies. D. rotundus presenta actividad

61



de estas enzimas en el grupo de organismos viejos similares a la actividad
registrada en el grupo de organismos adulto de M. velifer. Ello podria ser

indicar una mejor eficiencia para contrarestar el estrés oxidante en las células.

Sin embargo, més estudios son requeridos para corroborar estos datos,
incluyendo evaluaciones de estos marcadores en otras especies como Mus
musculus, la cual ha dado buenos resultados en la investigacion relacionada
con envejecimiento. Se recomienda corroborar el efecto de los sistemas de
reparacion BER y NER en estas especies, ya que si bien el sistema MMR
participa principalmente en el ciclo S en células proliferantes, los otros dos
sistemas podrian tener influencia, ya que se encargan de evitar cambios
nocivos en la secuencia del ADN que deriven en patologias o afectaciones del
ciclo de vida. También se requiere valorar el estado redox de las células,
determinando procesos como la sintesis y mantenimiento de glutation reducido
y oxidado. También se considera evaluar la homeostasis del hierro en D.
rotundus, midiendo la expresion de las proteinas reguladoras del hierro
hepcidina, transferrina 1 y ferroportina en muestras de D. rotundus, para
determinar hasta qué grado su estilo de vida (en particular el hierro ingerido)
puede inducir estrés oxidante y generar diferencias como las determinadas en
M. velifer. Se contempla evaluar el dafio al ADN, determinando la accién
directa de ERO cuantificando el aducto 8-oxodGuo por medio de HPLC. Asi
mismo, se desea determinar el grado de lipoperoxidacion y oxidacion de
proteinas en estas muestras para complementar el dafio a biomoléculas
asociado al estrés oxidante y determinar un panorama completo del efecto de

las ERO sobre estas especies.
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Abstract The accumulation of oxidative damage to
biomolecules, such as DNA, is known to induce alter-
ations in the cell's mechanisms and structure that might
lead to the aging process. DNA mismatch repair system
(MMR) corrects base mismatches generated during
DNA replication that have escaped the proofreading
process. In addition, antioxidant enzymes can reduce
reactive oxygen species effects in order to protect cells
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from oxidizing damage. In order to determine the impor-
tance of these associated factors during the aging pro-
cess, in this study, levels of MMR proteins MSH2 and
MLH]1, as well as microsatellite markers, were compared
in liver, lung, and brain of juvenile, adult, and old, both
female and male, individuals from two species of wild
bats: the short-lived Myotis velifer and the longer lived
Desmodus rotundus. Catalase, glutathione peroxidase,
and superoxide dismutase were also analyzed to deter-
mine if the antioxidant protection correlates negatively
with DNA damage. Antioxidant activities were higher in
the longer lived D. rotundus than in M. velifer.
Furthermore, old M. velifer but not old D. rotundus bats
had reduced MMR levels and increased microsatellite
instability. Therefore, although our results correlate the
reduced MMR efficiency, the deficient antioxidant activ-
ity, and the increase in DNA damage with the aging
process, this is not always true for all living organisms.

Keywords Aging - Antioxidant activity - Chiroptera -
DNA damage - Microsatellite instability - Mismatch
repair

Introduction

Harman's theory of aging proposes that the accumulation

of oxidative damage to biomolecules induces alterations
in the cell's mechanisms and structure that might lead to
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the aging process (Harman 2003; Barouki 2006).
Increased DNA damage and decreased DNA damage
repair stand out as important features in this process
(Bokov et al. 2004; Gorbunova et al. 2007). Hence,
antioxidant enzymes, which reduce the effects of reactive
oxygen species (ROS), are expected to protect cells from
oxidizing damage to biomolecules such as DNA (Wei et
al. 1996; Xu et al. 2011). Catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD), and glutathione peroxidase (GPx) are
considered to be the most important representatives of
cellular antioxidant defense and have, therefore, been
widely studied (Scandalios 2002; Martin et al. 2006).

DNA mismatch repair system (MMR) is an evolu-
tionarily conserved process that corrects base mis-
matches generated during DNA replication that have
escaped the proofreading process (Kunkel and Erie
2005). Along with the base excision repair (BER)
and the nucleotide excision repair (NER) systems,
which correct changes in DNA sequence (Bernstein
et al. 2002; Moustacchi 2000; Nakano et al. 2005),
MMR accomplishes its role through the interaction of
protein heterodimers that bind to the damaged DNA
sequence. The MutSH family of proteins, which was
originally found in Escherichia coli, recognizes errors
in the genome sequence after replication and is known
to be integrated in eukaryotic organisms by MSH2,
MSH3, and MSH6 (Jiricny 2006; Kiiltz 2005; Mullins
et al. 2005). MSH2 binds to MSH6 in the presence of
base mispairing and other mismatches forming the
MutS« heterodimer (MSH2-MSHG6) (Peltoméki
2001; Santuci-Darmanin and Paquis-Flucklinger
2003). Then, the MutSax heterodimer binds to the
damaged region and recruits the MutLH family pro-
teins, MLH1 and PMS2, to form the MutLx hetero-
dimer. Finally, the DNA-MMR complexes initiate the
signaling process in order to replace the DNA lesion
through the action of DNA polymerase activity
(Phung et al. 1999; Saribasak et al. 2008).

Since MSH2 is the key component of the MMR
system, when its expression decreases or its interactions
fail to initiate the DNA repair signal, the malfunctioning
of cells can derive in injury and disease (Denver et al.
2005). Recent evidence suggests that the activity of the
MMR system decreases when cells are near or at the
senescent stage (Young et al. 2003); furthermore, MSH2
deficiency increases the formation of microsatellite
regions. Microsatellites are frame-shift mutations con-
sisting of repeated units from one to six nucleotides
which, when inserted into the DNA, can expand it,
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changing the original sequence and altering the normal
genetic expression of key cellular components and path-
ways (Alazzouzi et al. 2005; Lin and Wilson 2009).

Increased frequency of microsatellite regions, related
to MSH2 deficiency, has been reported to promote de-
generative conditions in the cell (Chang et al. 2008);
however, studies correlating the alterations in MMR sys-
tems with aging or senescence are few. Experimental
models like Caenorhabditis elegans Msh2 knock-out
have significantly decreased life expectancy (Estes et al.
2004). It has also been corroborated that damaging stim-
uli, such as oxidative stress due to increased ROS pro-
duction, can induce an increase in genetic variability in
strains of Trypanosoma cruzi with deficiencies in their
MMR pathways (Campos et al. 2011; Machado-Silva et
al. 2008). Our group has previously shown that MSH2
levels are reduced with age in CD1 breeding female mice
due to increased methylation in its gene promoter region
(Conde-Pérezprina et al. 2008).

As a different model, bats (class: Mammalia, order:
Chiroptera) offer particular and unique characteristics
for aging studies. Their longevity is three times that of
the rest of their small terrestrial mammalian counterparts
(up to 25 years of age), and their metabolism is highly
active because of their flight capacity, a characteristic
similar to birds (Neuweiler 2000). We studied two chi-
ropteran species, Myotis velifer (J. A. Allen, 1890) and
Desmodus rotundus (E. Geoffroy, 1810).

M. velifer, the cave myotis, is an insectivorous bat
that has an average lifespan of 8 to 12 years (11.3 years
in the field) based on mark-recapture studies and an
average adult weight of 10.1 g (Wilkinson and South
2002). As its common name states, M. velifer is a cave
inhabitant, where several thousands of individuals can
congregate during spring and summer, while at early
fall, they migrate to higher altitudes to mate and hiber-
nate (Fitch et al. 1981). Since this bat can undergo
hibernation, it is considered a heterothermic organism
(Jirgens and Prothero 1987). On the other hand, the
vampire bat (D. rotundus) has an average lifespan of
12 to 20 years (Lord et al. 1976) and an average adult
weight of 32.2 g (Wilkinson and South 2002). Vampire
bats feed on the blood of stock animals (Balmori 1998;
Brunet-Rossini and Austad 2004). These bats are homeo-
thermic and do not undergo hibernation (Balmori 1998;
Brunet-Rossini and Austad 2004); however, like M.
velifer, D. rotundus lives in communal roosts using tree
holes, caves, or other structures as refuges (Greenhall et
al. 1983; Wilkinson 1985).
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The objective of this study was to compare the
MMR systems, the levels of DNA damage, and anti-
oxidant enzyme activities in two species of wild bats,
one short lived, M. velifer, and one longer lived, D.
rotundus, in order to determine the contribution of
these factors to the aging process. Our hypothesis is
that the long-lived D. rotundus will show increased
levels of antioxidant activity compared to M. velifer.
DNA MMR proteins MSH2 and MLH1 were analyzed
in liver, lung, and brain of juvenile, adult, and old bats,
both female and male. To determine a possible asso-
ciation between MMR deficiency and DNA damage,
microsatellite sequences, specific for each species,
were quantified. Finally, activities of CAT, SOD, and
GPx were analyzed to determine if the antioxidant
protection correlates negatively with DNA damage.

Organisms of both species showed variations of
MSH?2 and MLHI1 levels according to age. In M. velifer,
the reduced levels of MMR proteins in old organisms
correlate with an increase in microsatellite instability
(MSI), determined as an accumulation of microsatellite
markers MS3DO2 and MS3EQ2, but not for DESMOO
and DESMO1 markers in D. rotundus, which are re-
duced since adult age correlating with reduced levels
of MMR proteins at this stage. Antioxidant enzyme
activities tended to decrease when bats achieved old
age, except for SOD activity which was higher in older
animals of both species. Furthermore, the longer lived
species had higher levels of antioxidant enzyme activi-
ties than the short-lived species, suggesting that antiox-
idant response of those animals might be related to their
success to achieve long life.

Materials and methodology

Chemicals

All chemicals and reagents were of the highest analyt-
ical grade and were mostly purchased from SIGMA
(St. Louis, MO). The reagents obtained from other
sources are detailed throughout the text.

Animals

Bat collection

Captures were performed in two different refuges located
in the central part of Mexico, mostly in the Mexican state

of Puebla. Most juvenile and adult M. velifer and all the
D. rotundus were captured inside the Chicomostoc Cave
(19°57'54"N, 97°36'09"W, 1,420 masl), in Nauzontla,
Puebla (refuge 1). In order to capture both species of
bats, a harp trap was placed 10 m at the interior of the
cave principal entrance during the evening, before dark,
and the bats were captured at the moment when they
came out to feed. It has been suggested that animals
caught in this way are exposed to lower levels of stress
since they are well hydrated and rested when they leave
their roosts. Other M. velifer were captured from a roost
in a tunnel (refuge 2) located in the state border between
Puebla and Tlaxcala (19°37'14""N, 98°02'02"W;
3,220 masl). The tunnel is 57.5 km in straight line from
Chicomostoc cave in Nauzontla, but it is 1,800 m higher.
Inside the tunnel, the bats were collected with hoop nets
during the evening, while they were dormant.

Organism handling after their capture

The captured bats were individually transported in can-
vas bags to a room located near the cave (Apulco,
Puebla). In the room, the animals were identified, and
the biological material for the study was collected. The
identification of the species was done according to
Medellin et al. (1997). The bats were kept no more than
10 h before euthanasia, which was performed according
to the rules and stipulations of the Mexican official
ethics standard 062-Z0O0-1999 and to the guidelines
approved by the American Society of Mammalogists
(Gannon et al. 2007). Tissues that were not used for this
work were used by other researchers from our group for
their experiments.

Even though formal necropsies were not undertaken,
all the bats were thoroughly examined, and none pre-
sented evidence of trauma or disease, such as open
wounds or infections caused by bacteria and fungus.
The only notable feature was the occurrence of common
ectoparasites such as Spinturnicid mites (Acari) and
Streblid flies (Diptera). During the tissue extraction, the
normal anatomic organization of the principal systems
and the maintenance of the morphological structure were
checked as an indication of the bats health state.

Age class identification

Groups were categorized by age and sex, based on
determinations previously established for these
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species (Kunz and Anthony 1982; Morris 1972) as
follows:

1. Skeletal criteria.

(a) Ossification of the cartilaginous epiphyseal
growth plates of the third metacarpal-phalan-
geal joint (Kunz 1990). This feature was
evaluated firstly in the field, at the moment
of the capture by transilumination, and cor-
roborated secondly at the lab, by microscopy
of the third finger after transparentation, as
well as bone (Alizarin S red) and cartilage
(Alcian blue) staining (Springer and Johnson
2000).

(b) Dental deterioration. The bat skulls were
cleaned using Dermestes spp. (carrion beetle
larvae that only eat the soft material and
leave the bone), and the jaws were observed
at the microscope to determine the degree of
dental deterioration. For D. rotundus, the
classification was done according to Nuifiez
and de Viana (1997) and Davis et al. (2010).
For M. velifer, to our knowledge, there are no
reports on dental categorization; hence, a
classification scheme was created based on
dental development using Carleton et al.
(1982), starting from the absence of wear to
an advanced degree of wear. Canines, pre-
molars, and molars were analyzed.

2. Somatic development criteria.

(a) Dermatological features. Patagium and pel-
age texture, lubrication, coloration, and flex-
ibility were used following Martin et al.
(2001).

(b) Allometric features. Body weight was
obtained with an electric portable balance
(Ohaus) (£ 0.1 g). Forearm length was deter-
mined with a Vernier caliper (+ 0.1 mm).

3. Reproductive criteria.
(a) Males. Position and size of both testicles and
epididymis were analyzed.

(b) Females. Mammary gland development and
pregnancy were considered.

4. Particular information of each species lifestyle,
like birth season, time of sexual maturity, etc,
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was also taken into consideration when collecting
animals; individuals 3 months old and younger
were not captured for this study.

Study groups

Sixty animals were collected in total, 15 females and
15 males of each species, and divided into three
groups: juvenile bats, adult bats, and old bats. Each
age group included five bats of each species.

Mpyotis velifer

M. velifer is a monoestrous, seasonal species. Sexual
maturity is achieved in females during the first year of
age and in males during the second year of age
(Krutzsch 2009). Most of the juvenile bats that were
obtained from the Chicomostoc cave (September—
April) were sexually immature specimens, since birth
occurs in May. Juvenile cave bats were estimated to
have been either 4 months old (born during the year)
or 14-15 months (born the year previous to collec-
tion). Adult bats were captured during August—
September, before their annual migration to higher
elevations. The old bats were captured during
November—-December. Old bats were selected from
individuals that are part of an ongoing demographic
study that began in 1983, when individual bats were
captured and marked with numbered plastic rings.
Animals known to be older than 6 years were selected.

(a) Juvenile (> 4 months<l year and 3 months):
slender individuals (8.5-9.0-g body weight, <
44-mm forearm length), pristine skin; incom-
pletely fused epiphyses, teeth without wear. The
testis and epididymis were undetectable in the
interfemoral membrane due to their small size.
The female had inconspicuous mammary glands,
and the nipples were barely perceptible.

(b) Adult (> 1 year and 4 months<4 years): epiphy-
ses closed by ossification, mild dental wear. The
males could be distinguished by their larger size
(9.0-11.0-g body weight, 44—46-mm forearm
length). The testicles were scrotal. According to
Krutzsch (2009), testicular diameter in adults
ranges from 3 to 9 mm, depending on the sper-
matogenesis stage. These males were captured in
August—September when the spermatogenesis
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was finishing; therefore, the testis was small,
while the epididymis was clearly distended. In
the females, the mammary glands were middle
size, and the skin around the nipples was without
pelage, as occurs in this species at the end of
lactation. No gestating females were used in this
study.

(c) Old (> 6 years); robust specimens (> 11.0-g body
weight, 46—49-mm forearm length), closed
epiphyses, thickened metacarpus, maximal grade
of ossification and dental deterioration. Males
and females showed skin wear (e.g., dry patagi-
um) and rough pelage. No traces of sexual activ-
ity were found. Scrotal testicles in males and
small nipples in females.

Desmodus rotundus

Even though D. rotundus is a continuously breeding
species, the vampire bat has two main seasons of
reproduction, with the majority of juveniles produced
in fall. The first episode of reproduction is in April—
May and the second in October—-November. Postnatal
growth stops at 5 months of age (Greenhall et al.
1983). Based on their reproductive patterns, animals
were collected in November—December to capture
juvenile bats born the previous spring at roughly
8 months of age and to capture females that showed
no evidence of recent lactation. Females that might
have had their offspring during October—November
(based on the mammary gland size and shape) were
not collected or used in this study.

(a) Juvenile (> 3 months<1 year and 3 months): slim
individuals (24.5-29.0-g body weight, 56-59-
mm forearm length), pristine skin; incompletely
fused epiphyses, teeth without corrosion. In the
male, the testis was located in intra-abdominal
position. It has been reported that the female
vampire bats have their first birth at 15 months
of age (Wilkinson 1985), so female with incon-
spicuous mammary glands were selected.

(b) Adult (> 2 year<6 years): silky and shiny pelage;
epiphyses ossified, mild dental wear. The adult
males could be distinguished by their larger size
(29.0-35.0-g body weight, 60—63-mm forearm
length). Vampire bats are a polygamous species
that live in “harems.” (Park 1991). Hence, adult

males are aggressive and show notorious marks
and wounds inflicted by other bats while defend-
ing their harems. Male's testicles were scrotal,
and according to Wilkinson (1985), testicular
diameter is 5 mm during 12—-14 months of age.
The alpha males could be distinguished by their
corpulence and aggressiveness. Females that had
nursed showed bite marks on their nipples, since
lactating vampire bats stick their teeth in their
mother's nipple while she carries them.

(c) Old (> 10 years); full-bodied specimens (> 35.0-g
body weight, > 63-mm forearm length), closed
epiphyses, thickened metacarpus, maximal grade
of ossification and dental deterioration. Males
and females showed skin wear, including dry
patagium, gray pelage, and some old healed
wounds. No traces of sexual activity were found.
Scrotal testicles in males and worn nipples in
females.

Protein extraction and analysis

Proteins were extracted from liver, lung, and brain from
the experimental animals using a T-PER Extraction Kit
(No 78510, Thermo Fischer Scientific) with protease
inhibitor Complete (Santa Cruz Biotechnology, Inc).
These organs were chosen because of their lower cellu-
lar turnover exchange rate and their particular suscepti-
bility to oxidative stress: The liver and the brain are
highly dependent on appropriate oxygen consumption
in order to maintain their energetic metabolism, which is
one of their main features, whereas the lungs are con-
tinuously exposed to high pO, (Lopez-Torres et al.
1993). Consequently, these three tissues generate large
amounts of free radicals, and any impediment in ROS
removal should generate oxidative damage in these
tissues.

Total protein concentration was determined spec-
trophotometrically at 595 nm using a commercial
Bradford reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
(Bradford 1976).

MSH2 and MLH1 were quantified by Western Blot
using specific antibodies (Santa Cruz Biotechnology,
Inc.). Total protein levels were previously quantified in
each sample (Laemmli 1970). Proteins were separated
on 12 % SDS-PAGE gels, transferred to polyvinylidene
difluoride (PVDF) membranes (Invitrogen), and probed
with anti-MSH2 and anti-MLH1 (Santa Cruz
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Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Membranes
were washed three times with TBS—Tween and incubat-
ed with anti-mouse IgG secondary antibody (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA) for 1 h. After three
consecutive washes, the blots were developed using a
commercial chemiluminescence reagent (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo
Fischer Scientific). The proportion of these proteins
was quantified by densitometric analysis, using a
Kodak IMAGEN GEL DOC using Kodak software (v.
3.1). Since there are no specific antibodies for bats,
polyclonal antibodies were used. In order to determine
if the antibodies recognized proteins obtained from the
Chiroptera order, all the antibodies were standardized
and compared with samples from mouse, rat, and a
human cell line (data not shown).

DNA extraction and microsatellite determination

DNA was isolated from the same tissues using the
chaotropic Nal method (Wang et al. 1994), as modi-
fied by Matos et al. (2001). The DNA concentration
was determined spectrophotometrically at 260 nm. Its
purity was assessed by ensuring that the A260/A280
ratio was >1.75, and its integrity was confirmed by
agarose gel electrophoresis.

Genomic DNA from the obtained samples was used
in the microsatellite PCR assay. Primers were used for
this assay according to information from microsatellite
sequences specifically determined by Trujillo and
Amelon (2009) for Myotis; for D. rotundus, new primers
were designed by modifying the information published
by Piaggio et al. (2008) (GenBank: EF591570.1). The
primers used for M. velifer were marker MS3DO2: 5'-
CTAAGACCCTTTCCAGCTCTCA-3" (forward) and
5'-GATACCATCACTCTTTCCCCTG-3' (reverse),
(amplification product 229 pb). For the marker
MS3EO2: 5'-GCCAATAAGAGCCCAGACATAC-3'
(forward) and 5'-GGGGATTAGGGATAGGTTAGCA-
3' (reverse), (amplification product 409 pb). For D.
rotundus, the primer designed for microsatellite was
named DESMOO: 5'-AGGTGGGTACTGC
CCAGGATTATT-3' (forward) and 5'-AGGAGC
CCAGCATCTGACTTCCTT-3' (reverse), (amplifica-
tion product 200 pb). For microsatellite DESMO1: 5'-
TTAGCAAGGAGCCAGCAGAGCATA-3" (forward)
and 5'-TCGTTCGGAACTTCTACCGCATCA-3'
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(reverse), (amplification product 300 pb). In each reac-
tion, 2 L (200 ng) of DNA per sample was used, as well
as 5 uL PCR 10x Buffer (166-mM (NH4),SO,4, 670-mM
Tris—HCI1 pH 8.8, 67-mM MgCl,, 100-mM f3-
mercaptoethanol), 1.0-mM deoxynucleotide triphos-
phate (ANTPs), 20 mM of each primer, and 1.25 U of
GoTaq DNA polymerase (Promega, Madison, WI,
USA), the total volume was 25 puL. PCR amplifications
were performed as follows: 94°C for 5 min (hot start),
denaturalization 94°C for 30 s, annealing 55°C for 30 s,
elongation 72°C for 30 s, for 35 cycles, with a final
step at 72°C for 4 min. Since amplification was done
out of total genomic DNA, to ensure that the target
microsatellite sequences were being amplified, PCR
products were sequenced using ABI Prism BigDye
Terminators, version 3.1, on an ABI3100 automated
sequencer according to the manufacturer's protocol
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) as de-
scribed by Villarreal-Molina et al. (2007) (data not
shown). The products were separated in 0.8 % aga-
rose gels and stained with ethidium bromide. The
proportion of product was quantified by densitometric
analysis, using a Kodak IMAGEN GEL DOC using
Kodak software (v. 3.1).

Antioxidant enzyme activity

Antioxidant enzyme activity was analyzed spectro-
photometrically in liver, lung, and brain. Each sample
(100 mg), processed with an OMNI TH Homogenizer,
was used for enzymatic assays. CAT activity was
quantified using the protocol established by Aebi
(1984) which evaluates H,O, decrease at 240 nm.
One unit of catalase activity (UCAT) was considered
as the amount of enzyme necessary to catalyze 1 pmol
of H,O, per minute. GPx activity was analyzed spec-
trophotometrically at 340 nm through a protocol de-
scribed by Ahmad and Pardini (1998). One unit of
GPx activity indicates how much enzyme is required
to neutralize H,O, using NADPH (Flohé and Giinzler
1984). SOD activity was evaluated through the xan-
thine/xanthine oxidase system, based on protocols by
Paoletti et al. (1986); Stirpe and Della Corte (1969).
The superoxide anion formed through this system
reacts with nitro blue tetrazolium (NBT) which gen-
erates formazan dye that can be measured spectropho-
tometrically at 560 nm. One unit of enzymatic activity
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in this assay is considered as the amount of SOD
needed to inhibit 50 % of the superoxide reaction with
NBT.

Data analysis

The data are reported as means + SD. One-way
ANOVA tests, followed by the Tukey—Kramer vari-
ance analysis, were used to compare between each
group by sex and age. A 0.05 level of probability
was used as a minimum criterion of significance in
all analysis.

Results
MMR protein level analysis

MSH2 and MLH1 levels were determined in liver,
lung, and brain of M. velifer (Fig. 1) and D. rotundus
(Fig. 2). All the data were normalized against the
protein content obtained from the juvenile animals,
which was designated one. The representative blots
and the densitometry presented in Fig. 2 show a de-
crease in both MSH2 and MHL1 protein content in the
old animals when compared with the adult and juve-
nile animals. Specifically, MSH2 levels in liver and
lung (Fig. la, b) from the old females were approxi-
mately 25 % lower than those in the adult females; in
the old males, MSH2 levels were only 10 % lower as
compared with adult males (p<0.05). In brain
(Fig. 1c), MSH2 was 19 % lower in the adult female
bats when compared with the juvenile females, while
the male adults presented a 24 % decrease against the
juvenile ones (p<0.05). MLHI1 levels in M. velifer
were 11 % lower in the female adults than in the
juvenile ones; MLHI levels continued decreasing to
an approximate 15 % in the old animals (Fig. 1d)
compared to the younger ones. In males, the difference
between adult and juvenile animals varied between
tissues and was more evident in brain samples
(Fig. 1f), where the decrease was close to 25 % (p<
0.05). The average protein content found for MSH2 in
liver differed by sex in the old groups; females de-
creased their levels 10 % more (p<0.05) than the
males. Another difference between genders was ob-
served in the adult group brains, where there was a

higher decrease in females' MLH1 levels versus males
(12 %) (p<0.05).

In D. rotundus, MSH2 and MLHI1 levels were
significantly lower in the adult group when com-
pared to the juvenile ones (Fig. 2a—f) (p<0.05). In
particular, MSH2 levels in liver (Fig. 2a) were
drastically reduced in the female adults compared
with the juvenile females (approx. 43 %, p<0.05);
while in lung tissue, the decrease was 27 %
(Fig. 2b, p<0.05), and in the brain, the reduction
was only 14 % (Fig. 2c, p<0.05). In adult males,
MLHI protein levels are approximately 20 % lower
in each of the three tissues (Fig. 2d—f). Females
showed greater age-related reductions in MSH2
than males. Liver tissue has the greatest difference
(23 %) between adult and juvenile female bats (p<
0.05). Males and females showed significant differ-
ences in MLHI levels in the brain but not other
tissues (13 % less in females, p<0.05) (Fig. 2f).

DNA microsatellite assessment through PCR analysis

Figure 3a—f shows the results obtained for the micro-
satellite sequences for M. velifer (MS3DO2 and
MS3EQ?2). In all the cases, an increase in microsatellite
incidence was observed in the tissues obtained from old
bats. In old females, liver and lung showed an increase
0f 40 % and 18 %, respectively, of the MS3DO2 marker
when compared with the adult female bats (p<0.05)
(Fig. 3a, b). The MS3EO2 marker was higher in the
lungs of old bats compared with the adult and juvenile
female bats (p<0.05) (Fig. 3d, e). Brain tissue obtained
from old female bats showed an increase of 26 % and
29 %, respectively, for each marker, MS3DO2 and
MS3EO2 (p<0.05), in comparison with the adult female
group (Fig. 3c, f). In old males, MS3EO2 was
45 % higher in liver and 22 % higher in lung
compared with the same tissues of adult bats (p<
0.05); MS3DO2 levels in liver from old bats were
13 % higher than the levels observed in adult bats
(»<0.05). In brain tissue, both markers in old
males were also significantly higher (45 % in
MS3DO2 and 28 % in MS3EO2) compared with
the adults (p<0.05). We also observed sex differ-
ences in MS3DO2 levels. Old females had 21 %
more MS3DO2 in liver tissue compared to old
males in old groups, while in brain samples, old
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Fig. 1 Levels of MMR proteins in Myotis velifer. The figure
shows representative blot and densitometry performed for
MSH?2 levels in a liver, b lung, and ¢ brain as well as MLH1
levels from d liver, e lung, and f brain. MMR protein levels were
compared between age and gender groups. Relative optic den-
sity was normalized against juvenile animals as control. Each

males had 33 % more MS3DO2 compared to old
females. In the case of MS3EO2, sex differences
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point represents the mean + S.D. of five determinations per-
formed in independent donor animals. Statistical significance
with respect to control (juvenile group) (a) or adult (b) p<0.05
was considered. Letter ¢ stands for statistical significance be-
tween genders (p<0.05). MSH2 protein weight= 100 kDa;
MLHI1 protein weight= 85 kDa; actin protein weight= 42 kDa

were found only in lung tissue, 26 % greater in
old female bats compared to old male bats.



AGE (2012) 34:1473-1492 1481
a Age groups b Age groups C Age groups
Young Adult Old Young Adult Old Young Adult Old
F M F M F M F M F M F M

MSH2

F M F M F M

B Female B Female B Fermale
L2 gmale 127 o male L2Z5 p mMale
11 ac ab 1 a,c 1- a
a ’ a
a a a a,b
Q: 0.8 a Q 0.8+ Q 0.8 -
o o o
2 06 2 os 2 06
s s k]
e 04 £ 04 & o4
0.2+ 0.2 0.2 -
0 0+ 0
Young Adult Old Young Adult Old Young Adult Old
Age groups Age groups Age groups
d Age groups e Age groups f Age groups
Young Adult Oold Young Adult Old Young Adult Old
F M F M F M F M F M F M F M F M F M
B Fériali H Female B Fernale
B gt 127 gMale 129 pmMale
a 14 a a 1
a a a,c b
1 a @ a 2 a
g os g 08 8 08
o o o
Q o 2 os 2 06
5 : :
g 0.4 é 0.4 % 04
0.2 0.2 0.2 1
0 O R S SEEE u 4
Young Adult Old Young Adult Old Young Adult Old
Age groups Age groups Age groups

Fig. 2 Levels of MMR proteins in Desmodus rotundus. The
figure shows representative blot and densitometry performed for
MSH2 levels in a liver, b lung, and ¢ brain as well as MLH1
levels from d liver, e lung, and f brain. MMR protein levels were
compared between age and gender groups. Relative optic den-
sity was normalized against juvenile animals as control. Each

point represents the mean + S.D. of five determinations per-
formed in independent donor animals. Statistical significance
with respect to control (juvenile group) (a) or adult (b) p<0.05
was considered. Letter ¢ stands for statistical significance be-
tween genders (p<0.05). MSH2 protein weight= 100 kDa;
MLHI1 protein weight= 85 kDa; actin protein weight= 42 kDa
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Fig. 3 Microsatellite markers in Myotis velifer. The figure
shows representative images and densitometry performed for
microsatellite MS3DO2 levels in a liver, b lung, and ¢ brain as
well as MS3EO2 levels from d liver, e lung, and f brain. Micro-
satellite levels were compared between age and gender groups.
Relative optic density was normalized against juvenile animals

In D. rotundus, the microsatellite markers DESMOO
and DESMO1 were lower in the adult group compared
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as control. Each point represents the mean + S.D. of five
determinations performed in independent donor animals. Statis-
tical significance with respect to control (juvenile group) (@) or
adult (b) p<0.05 was considered. Letter ¢) stands for statistical
significance between genders (p<0.05). MS3DO2 weight=
229 pb; MS3EO2 weight= 409 pb; actin weight= 150 pb

with the juvenile and old groups (Fig. 4a—f) (»p<0.05),
but in general, both microsatellite markers increased in
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Fig. 4 Microsatellite markers in Desmodus rotundus. The fig-
ure shows representative images and densitometry performed
for microsatellite DESMOO levels in a liver, b lung, and ¢ brain
as well as DESMOI levels from d liver, e lung, and f brain.
Microsatellite levels were compared between age and gender
groups. Relative optic density was normalized against juvenile

the old groups, and this was especially evident in the
brain (Fig. 4c, f) (»p<0.05). For females, the DESMOO
marker decreased in liver and lung (Fig. 4a, b) (p<0.05)

animals as control. Each point represents the mean + S.D. of five
determinations performed in independent donor animals. Statis-
tical significance with respect to control (juvenile group) (@) or
adult (b) p<0.05 was considered. Letter ¢ stands for statistical
significance between genders (p<0.05). DESMOO weight=
200 pb; DESMO1 weight= 300 pb; actin weight= 150 pb

in the adult group in comparison with the juvenile group
(10 % and 21 %, respectively) (p<0.05). In males,
DESMOO increased 20 % in liver and 10 % in lung,
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Table 1 Catalase enzymatic activity measured in M. velifer and D. rotundus

CAT activity (mmol/g)

Myotis velifer

Desmodus rotundus

Liver Lung Brain Liver Lung Brain
Females Females
Young 10.34+0.28 7.43£0.09 0.950+0.21 Young 13.39+0.22 7.11+0.24 2.46+0.33
Adult 9.47+0.12 5.77+0.33 0.76+0.41 Adult 11.42+0.30 10.74+0.42 1.8940.52
old 4+0.19""" 3.95+0.16" 0.27+0.14"" old 9.79+0.25 5.62+0.57 0.78+0.43"
Males Males
Young 9.5140.22 8.8+0.21 3.11£0.31 Young 12.92+0.31 8.42+0.15 3.2140.49
Adult 6.72+0.14 7.67+0.45 2.53+0.88 Adult 11.35+0.41 9.26+0.17 4.17+0.25
old 3.33+1.19%" 2.78+0.17""" 0.97+0.33" old 8.43+0.38 7.69+0.38 1.43+0.37"

" Statistically different from young groups; * statistically different from adult groups

while in the brain, the increase was of 13 % (p<0.05)
when comparing juvenile vs. adult bats.

Antioxidant enzymatic assay analysis

The antioxidant enzymatic activities are shown in
Tables 1, 2, and 3. Activities of CAT and GPx for both
species were lower in old than in juvenile and adult
bats, particularly in brain (p<0.05).

In M. velifer, liver tissue had the highest CAT
activity in both juvenile females and males (p<0.05);
CAT activity was significantly lower in old animals

(60 % and 66 %, respectively) (p<0.05) (Table 1).
GPx activity was lower in old bats compared with
juveniles (47 % and 52 %, respectively) (Table 2). In
D. rotundus, both CAT and GPx activities were higher
than the activities of those enzymes in M. velifer (p<
0.05). In particular, GPx activity was highest in D.
rotundus juvenile females' liver tissue; activity de-
clined by 43 % in old females and by 53 % in old
males (p<0.05). With the exception of CAT activity in
the brain and GPx activity in lung of males, antioxi-
dant enzyme activity in tissues from old D. rotundus
was similar to that in tissues from adult M. velifer.

Table 2 Glutathione peroxidase enzymatic activity measured in M. velifer and D. rotundus

GPx activity (mmol/g)

Mpyotis velifer

Desmodus rotundus

Liver Lung Brain Liver Lung Brain
Females Females
Young  21.71+0.62 17.36+0.44 13.87+0.52 Young  41.73+0.85 30.90+0.75 13.54+0.98
Adult 16.13+0.22 14.23+0.17 8.12+0.78 Adult 36.12+0.80 22.41+0.49" 7.31+0.67
old 10+0.74" 5.82+0.64""" 3.61+0.54"" old 18.21+0.64™""  11.72+0.79""" 1.45+0.355""
Males Males
Young 27+0.82 15.84+0.91 8.76+0.81 Young  36.19+0.84 13.27+0.75 6.31+1.01
Adult 19.38+0.24"  12.30+1.05 5.13+£0.44 Adult 27.74+0.61" 12.26+0.96 5.68+0.49
old 14.21+0.98" 7.42+0.56""" 2.39+0.92" old 18.99+0.38™"" 5.24+0.13"" 2.07+0.62

* Statistically different from young groups; * statistically different from adult groups
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Table 3 Superoxide dismutase enzymatic activity measured in M. velifer and D. rotundus

SOD activity

Myotis velifer

Desmodus rotundus

Liver Lung Brain

Females

Young  1,640.84+35.9 568.21+30.65  240.73+49.08
Adult 1,540.24+57.13  464.87+£25.21  348.17+41.21
Old 1,935+35.77  591.31+27.10  407.12+32.99
Males

Young 1,471£25.77  573.84+£32.44  336.88+36.30
Adult 1,530.42421.41  512.80+£31.61  292.31+47.11
Old 1,766.21+17.09  688.39+28.03  422.28+47.05

Liver Lung Brain
Females
Young  2,144.07+£24.8 732.89+19.20  240.73+49.08
Adult 1,998.75+24.98  807.71+42.66  348.17+41.21
Old 2,311446.09  994.74+33.74  407.12+32.99
Males
Young 2,009+13.21 628.17+10.31 210.74+21.01
Adult 1,792.33+31.02  632.40+38.11 311.02+4.77
Old 2,206.55+45.19  819.22+£7.29 475.24+23.67

" Statistically different from young groups; * statistically different from adult groups

Discussion

Microsatellite instability (MSI) results from accumu-
lated mutations that are believed to occur in an organ-
ism (Narine et al. 2007). It has been previously
suggested that DNA oxidative damage might induce
MSI upon replication of the damaged DNA (Jackson
and Loeb 2000). Therefore, it is important to under-
stand the relationship between efficiency of antioxi-
dant mechanisms, metabolic rate, DNA damage, and
longevity. However, data supporting the relationship
between DNA oxidative damage and MSI formation
are scarce and inconclusive. ROS have been consid-
ered a DNA damage-inducing factor that has an im-
pact on genetic fidelity and cell homeostasis. It has
been demonstrated that MSI increases in the presence
of an MMR deficiency scenario, particularly in the
absence of a functional MSH2 expression; in models
such as genetically modified E. coli strains with mis-
match repair deficiency, a frame-shift frequency due to
MSI increased by '300-fold was observed (Jackson et
al. 1998). Modified mouse strains that combine
MLH1/ATM (ataxia—telangiectasia) deficiencies,
along with superoxide dismutase 1 (SOD1) dysfunction,
present an increase in oxidative stress and radiation
sensitivity, along with a dramatic increase in aggressive
lymphomas; however, these animals did not show any
difference on their lifespan (Ziv et al. 2005).

In this study, MSH2 and MLHI levels were lower
in the old groups of M. velifer compared with the
juvenile and adult groups. On the other hand, D.

rotundus had different MMR protein levels than those
found in M. velifer in the adult and old age groups.
The fact that vampire bats (the long-lived species in
this study) had reduced levels of MMR could indicate
that another process or signal might modify expression
of these proteins due to a reduction in errors in the
DNA sequence, like BER or NER efficiency. At the
same time, an increase (> 40 %) of the microsatellite
markers MS3DO2 and MS3EO2 in M. velifer was
observed in the old groups, while the levels of micro-
satellite markers DESMOO and DESMO1 for D.
rotundus were not as high as the ones observed in
cave bats, being lower in the adult groups compared
with the juvenile controls (10 % to 20 %).

Old M. velifer had greater levels of microsatellite
instability, which correlates with reduced levels of
MMR proteins; similarly, D. rotundus had reduced
levels of microsatellite markers and also reduced levels
of MMR proteins. Since M. velifer is a short-lived
species compared with D. rotundus, these factors could
suggest associations between DNA damage and repair
failures that might affect the longevity in bats.

MSH2 and MLHI1 expression during aging have
not been studied in bats, but experiments conducted
with genetically modified MSH2 knock-out C. elegans
showed that with each generation of worms, fertility
and survival rate decreased due to an increase in
mutations attributed to the lack of MMR efficiency
resulting from reduced MSH2 expression (Estes et al.
2004). Using T cells from young and old human
donors to model the process of T cell clonal expansion
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in vitro, it was determined that levels of oxidative
DNA damage and microsatellite instability were in-
creased in an age-associated manner along with de-
creasing DNA repair capacity. Results obtained from
another study using T cell clones from extremely
healthy very old donors indicated that DNA repair
was better maintained and oxidative DNA damage
remained in the same degree (Pawelec et al.
2004). In humans, the cumulative risk for colorectal
cancer increases in patients of 70 years of age or
more, compared to cumulative risk in patients 30
and 50 years of age. This increase was not only
correlated with an increase in MSH2 and MLHI
mutations in the 70 year old patients, but also with
the increased rate of mutations in the MLHI gene
male patients compared with female patients in all
three age-dependent groups. Female patients also
showed increased mutation in the MSH2 gene com-
pared with male patients (Choi et al. 2009). Besides
inherited mutations that could affect functionality,
this information might account for a sex difference
in susceptibility to aging and degenerative diseases
in organisms as they grow older, resulting from
different defects in DNA repair signaling.

According to Lyman (1970), bats sustain very high
oxygen consumption when active, a characteristic that
contrasts with the drastic drops in oxygen consump-
tion when they become torpid. Records of individuals
surviving more than 30 years in the wild now exist for
five species of bats. Of these, three species belong to
the genus Myotis, which also have the capacity for
hibernation. Wilkinson and South (2002) have sug-
gested that bat lifespan significantly increases with
hibernation, body mass, and occasional cave use, but
decreases with reproductive rate, while the influence
of diet remains unclear. It has also been shown that M.
velifer has increased antioxidant activities during hi-
bernation; cognate data for D. rotunda are lacking
(Salmon et al. 2009).

However, there might be additional causes that
could influence bat longevity. M. velifer is prone to
live in caves, a condition that coupled with its capacity
to fly, enables these bats to better avoid and escape
predators (Fitch et al. 1981). Hibernation also plays a
significant role in bat longevity due to reduced extrin-
sic mortality: Hibernating bats can cope with periods
of food unavailability, while the cave provides a pro-
tected environment, thus reducing the risk of starva-
tion and predation. Therefore, it has been suggested

@ Springer

that hibernating bats possess greater longevities than
tropical species (Wilkinson and South 2002). M.
velifer populations inhabiting the central part of
Mexico do not hibernate, but pass through intermittent
phases of profound torpor during the hibernation pe-
riod. Conversely, tropical bats, like D. rotundus, are
also long-lived; hence, hibernation might not be the
only factor to increase longevity in all bats species. In
this regard, D. rotundus is not a recurrent cave dweller
like M. velifer and does not hibernate, and although it
is able to fly, this vampire bat sprints in order to reach
for its prey (such as cattle); therefore, it is more ex-
posed to different types of predators. Nevertheless, it
has been estimated that bats that sometimes roost in
caves live longer than bats that either never or always
roost in caves (Wilkinson and South 2002). These
features are interesting since, in theory, the least ex-
posed species to environmental factors, like cave bats,
should have a higher survival rate and longer lifespan.
On the other hand, according to the evolutionary the-
ory of aging, senescence is attributed to the declining
strength of natural selection at successive ages after
sexual maturity. This means that the genetic accumu-
lation of late-acting deleterious alleles and/or selection
for alleles with pleiotropic effects might modify the
longevity of these species (Austad and Fischer 1991).
The vampire bat, although it is more exposed to envi-
ronmental hazards and predators, also lives in tropical
areas, which allows conditions in humidity and tem-
perature that promote genetic traits and food availabil-
ity that could improve life quality and, therefore, its
longevity. Besides, since Desmodus is not a cave
dweller like Myotis, it is not exposed to other type of
toxic factors like the by-products generated by its life
cycle. Cave bats generate large concentrations of am-
monia primarily by the degradation of urea and excre-
ments that might generate physiological stress in
species like M. velifer, which D. rotundus does not
experience (McFarlane et al. 1995). Nitrogen degra-
dation metabolism is known to generate high levels of
nitrosative and oxidative stress (Oliveira et al. 2010).

CAT and GPx activities were lower in the old
female M. velifer bats, compared with adult and juve-
nile animals of the same species (Tables 1 and 2).
Also, the males showed a linear decrease in antioxi-
dant enzyme activities with age. These observations
are similar to those made previously on different bat
species like M. nigricans (Wilhelm et al. 2007), indi-
cating a mechanism whereby these long-lived
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organisms can compensate for their high metabolic
rate with different antioxidant responses. In D. rofun-
dus, decreased antioxidant activities were observed in
old bats; however, antioxidant enzyme activities in the
old vampire bats were equivalent to those recorded in
the samples from adult cave bats. The higher antioxi-
dant enzyme activity might give vampire bats an ad-
vantage in terms of antioxidant protection, which, in
turn, could improve its longevity, given that this spe-
cies does not undergo torpor. SOD activity increased
in the old bats, showing a considerable difference
compared with CAT and GPx activity (Table 3). This
could indicate that old bats increase their protection
against oxidative stress. It could also suggest that the
oxidative damage in these organisms is higher and that
the activity measured is indicative of the tissue expo-
sure during their longer lifespans.

Another important feature to consider is the different
diets of the two species, since the differences found in
antioxidant profiles might reflect food differences be-
tween species (blood versus insects). It has been reported
that vampire bats present high levels of oxidative damage
due to the high intra-cellular iron content in blood
(Ferreira-Cravo et al. 2007), yet in our study, this high
level of oxidative damage did not translate into species
differences in DNA instability, since DNA seems to be
better protected against damage in Desmodus. This dif-
ference in DNA instability might be related to the anti-
oxidant profile observed in the tissues studied. In
addition, differences in antioxidant levels among tissues
were also observed. These tissues might be exposed to
different levels of oxidative stress. For instance, the lungs
are constantly exposed to higher oxygen tension than
most of the tissues; therefore, they might have special
antioxidant needs. The liver and the brain are known to
be very energy-demanding tissues, with elevated numb-
ers of mitochondria, and therefore also highly susceptible
to oxidative stress, particularly the brain.

In order to determine if there is a correlation be-
tween MSH2 or MLH1 levels with the MSI and if this
kind of DNA damage correlates with the enzymatic
activities, a mathematical regression was performed.
Figure 5 summarizes the results obtained for this anal-
ysis for M. velifer only using MSH2 (Fig. 5a—c) and
CAT (Fig. 5d-f); however, it is important to remark
that this regression was also performed with MLHI
and the other antioxidant enzymes (data not shown).
Figure 6 shows the same analysis performed for D.
rotundus. In Fig. 5a—c, it can be seen that for M.

velifer, a decrease in MSH2 correlates with an increase
of MSI, and the same can be observed in Fig. 5d—f
with the decrease in antioxidant activities. This condi-
tion is more evident when old bats are compared with
adult and juvenile bats. However, in the case of D.
rotundus (Fig. 6), the tendency differs considerably.
Again, according to the evolutionary theory of aging,
cellular constituents can eventually fail due to errors and
damage accumulation. In contrast, considering the “rate
of living” theory, error accumulation would be related to
physiological processes as reflected by mass specific
metabolic rates. In M. velifer, these could explain why
the microsatellite instability is higher than D. rotundus
and could be associated with the high metabolic rates
found for other bat species (Austad and Fischer 1991).

Another important feature to take into consideration
when comparing the maximum longevity among spe-
cies is the relationship between body mass and lon-
gevity. In this study, it is of particular interest because
D. rotundus, which lives longer than M. velifer, is also
larger. Based on a regression of body mass and max-
imum longevity, the cave Myotis might live 2.7 times
longer than expected, whereas the vampire bat 4.8
times, thus coinciding with our results.

Morphological and molecular phylogenetic analyses
have revealed that the Vespertilionidae family, to which
Mpyotis velifer belongs, originated before Phyllostomidae,
to which Desmodus rotundus belongs; however, the
genus Desmodus is older (appeared 26 million years
ago) than Myotis (diverged 20 million years ago)
(Teeling et al. 2005). There are three species of vampire
bats known (D. rotundus, Diphylla ecaudata, and
Diaemus youngi) that belong to the Desmodontinae sub-
family (Jones et al. 2009). The only reported data about
longevity are related to D. rotundus; hence, no compar-
isons within the species in the subfamily can be made.

On the other hand, the genus Myotis, with about
100 members (Simmons 2005), is distributed through-
out the world, except in the polar region, and repre-
sents one of the most diverse and successful radiations
among mammals. There are lifespan data reported for
22 species of Myotis (Wilkinson and South 2002),
with different geographic dispersion: 9 Paleartic spe-
cies (Eurasia) 25.4+6.3 years average lifespan, 12
Neartic (North America) 17.6+£6.9 years average life-
span, and just 1 Neotropical species (Center-South
America) 7.0-years average lifespan. Phylogenetic
analyses indicate that the Paleartic species are the
ancient ones, while the Neotropical is the more recent
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Fig. 5 Myotis velifer comparison between MMR levels and
MSI. The figures shows comparisons between MSI levels
against MMR proteins levels found in a liver, b lung, and ¢

species (Stadelmann et al. 2007). It is notable that
Mpyotis longevity tends to diminish according to its
geographic affinity, from the old temperate region
(Paleartic) to the recent (Neartic) and, in turn, to the
tropical region. This suggests a possible relationship
between longevity reduction and Myotis dispersion to
temperate and tropical environments, as well as to the
decrease in hibernation duration, or maybe it is just
that there are longer and better data of bat longevity
from the temperate regions. Interestingly, most of the
species that inhabit cold or temperate zones (Paleartic
and Neotropical) hibernate, but they just breed one
offspring per year (monoestrous, low reproductive
rate), while the one Neotropical species (M. nigri-
cans), which does not hibernate, is polyestrous, with
a higher reproductive rate of three offsprings per year.
Remarkably, these females have a smaller body weight
compared to other Myotis (4 vs. 10.1 g M. velifer).

@ Springer

brain as well as comparing MSI levels against CAT activity
levels from d liver, e lung, and f brain in female () and male
(M) bats of Myotis velifer

Since organisms that hibernate, and probably those
who enter into torpor, have higher longevity rates, it is
intriguing that D. rotundus does not adjust to this
pattern. Indeed, D. rotundus' lifestyle has some fea-
tures that does not fit in the expected longer lifespan
model, such as a gestational period of 7 months,
feeding from blood (which contains elevated levels
of iron), and having considerable levels of stress due
to its need to protect its reproductive niche from sat-
ellite males. However, this species lives almost two
times more than M. velifer. In fact, the linear regres-
sion of Fig. 5 for M. velifer completely shows what is
expected, a decrease in repair and antioxidant enzymes
with age and an increase in DNA damage; however,
Fig. 6 for D. rotundus presents a very different behav-
ior, which is difficult to explain. In an attempt to
understand this phenomenon, we have to take into
consideration that since D. rotundus cannot enter
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Fig. 6 Desmodus rotundus comparison between MMR levels
and microsatellite instability. The figures shows comparisons
between MSI levels against MMR proteins levels found in a

into torpor, metabolic energy consumption is higher
compared with M. velifer. This could partially ex-
plain the higher CAT and GPX activities, as a
mechanism to counteract the endogenous generation
of ROS. SOD activity was also higher in old bats
from both species, which might account for a
higher superoxide production. However, this alone
cannot explain why it differs with the notion that
an increased metabolism increases oxygen con-
sumption and damage. Due to the fact that D.
rotundus is a homeothermic organism that does
not enter torpor, it forces the scenario of having
increased antioxidant activities compared with
organisms like M. velifer that can hibernate; these
might induce an adaptive effect on the cells to a
low dose of oxidative stress, which might activate
the expression of cytoprotective and antioxidant
proteins, allowing pro-oxidants to emerge as

liver, b lung, and ¢ brain as well as comparing MSI levels
against CAT activity levels from d liver, e lung, and f brain in
female (F) and male (M) bats of Desmodus rotundus

important hormetic agents (Luna-Lopez et al.
2010). The hormetic effect might explain, at least
partially, the different pattern of response in D.
rotundus, which suggest an adaptive response to
all of these factors helping to maintain a healthy
and prolonged lifespan. However, more experiments
have to be done to completely understand this
phenomenon.

Final regards

Throughout this paper, we have established that the
levels of MMR proteins MSH2 and MLH1 have dif-
ferences in tissues from Chiroptera species Myotis
velifer and Desmodus rotundus according to age, and
the same can be said for the quantification of micro-
satellite instability which also varies with age.
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Therefore, the information obtained from the old
groups indicates that these are the ones with the sig-
nificant variations pointing to associated factors that
might lead the aging process. However, more studies
are needed since these factors are usually linked with
tumorigenic processes rather than the aging condition.
Finally, antioxidant capabilities through enzymatic ac-
tivities can give insights about the cell homeostasis in
these species, but hardly explain alone why the behav-
ior in D. rotundus contradicts the hypothesis presented
here. The low expression of MMR proteins, reduction
in microsatellite markers, and higher antioxidant ac-
tivities, along with a prolonged lifespan, suggest that
there might be another factor in D. rotundus that could
be modifying its behavior compared with the one seen
in M. velifer. In this respect, more studies are needed,
specifically studies that could show a broader spec-
trum of damage through levels of oxidation in DNA in
the form of adducts, as well as protein and lipid
oxidation as markers of oxidative stress.
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The mechanisms that concern DNA repair have been studied in the last years due to their consequences in cellular homeostasis.
The diverse and damaging stimuli that affect DNA integrity, such as changes in the genetic sequence and modifications in gene
expression, can disrupt the steady state of the cell and have serious repercussions to pathways that regulate apoptosis, senescence,
and cancer. These altered pathways not only modify cellular and organism longevity, but quality of life (“health-span”). The DNA
mismatch repair system (MMR) is highly conserved between species; its role is paramount in the preservation of DNA integrity,
placing it as a necessary focal point in the study of pathways that prolong lifespan, aging, and disease. Here, we review different
insights concerning the malfunction or absence of the DNA-MMR and its impact on cellular homeostasis. In particular, we will
focus on DNA-MMR mechanisms regulated by known repair proteins MSH2, MSH6, PMS2, and MHL1, among others.

1. Introduction

Throughout their lives, organisms are exposed to many
different environmental and internal stimuli that affect or
modify their functionality. Aging has been considered an
important phenomenon that is promoted or altered by
these factors. The aging theory, proposed by Harman [1],
establishes that unrepaired oxidative damage to biomolecules
caused by free radicals and accumulated during an organ-
ism’s lifetime, might bring on the aging process. Based on
in vitro and in vivo analysis, it has been established that
cellular metabolic pathways, like mitochondrial respiration,
generates oxidants that can induce biomolecules oxidation
[2]. Prolonged exposure to pollutants, metals, toxic com-
pounds, and ionizing radiation, can also induce degenerative
processes associated with premature aging [3, 4]. When
oxidative damage occurs, in particular DNA damage, it
creates a cascade of events that may contribute to aging
and disease [5]. However, cells have different mechanisms
to maintain DNA biochemical integrity and stability. One
of them is the base excision repair (BER) system, a cellular
mechanism that repairs damaged bases in the DNA sequence

originating from deamination, oxidation, and alkylation.
Nucleotide excision repair (NER) is another DNA repair
mechanism which differs from BER. While BER repairs
individual damaged bases, the NER system corrects larger
portions of DNA damage by removing the strand section
that contains a major nucleotide lesion [6-8]. Both BER
and NER systems are constantly active in the cell, repairing
DNA damage as it is detected. However, there are other
mechanisms that are activated during specific cellular stages,
such as DNA mismatch repair system (MMR).

2. DNA Mismatch Repair Proteins

DNA MMR is an evolutionarily conserved process that
corrects base mismatches generated during DNA replica-
tion that have escaped the proofreading process [9]. This
is accomplished through the interaction of protein het-
erodimers with the DNA sequence containing the mismatch.
Other dimers (e.g., MutL or MutH) are then recruited
and interact with the DNA to initiate the repair signaling.
When DNA structural integrity is compromised, specific
genes and proteins are activated. One of such groups is



the MutS family of proteins, integrated by MSH2, MSH3,
and MSH6. These proteins are highly conserved between
species and were originally found in Escherichia coli [10];
they have received great attention in recent years due to
their relationship with several degenerative and pathologic
diseases in humans. MSH proteins recognize errors in
the genome sequence during replication, preventing the
duplication of the damaged strand and repairing single
strand breaks [11, 12]. MSH2 either binds to MSH®6 in the
presence of base mispairing and other mismatches forming
the MutSa heterodimer (MSH2-MSHS6), or it binds to MSH3
in the presence of base deletions, generating the MutSp
heterodimer (MSH2-MSH3) [13, 14] (Figures 1(a) and
1(b)). The MutSa heterodimer then binds to the altered
region and recruits the MutL family proteins, such as MLH1
and PMS2 (as a MutLa heterodimer). MLH1 and PMS2 in
turn engage the enzymes needed for the DNA mismatch
repair (Figure 1(c)). The DNA-MMR complex initiates the
signaling process to replace the DNA altered region through
the action of DNA polymerase § and DNA ligase I [15, 16]
(Figure 1(d)). The mechanism that recruits MMR proteins is
ATP dependent [17].

Additionally, the activity of the two MutS dimers at the
DNA mismatch site is dependent on interactions with the
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) [18, 19], which
is an important cofactor that participates in both DNA
replication and repair mechanisms. PCNA interacts with the
MutSa dimer through its MSH6 domain and the MutSp
dimer binds with it at a region near the domain of MSH3
[20] (Figure 1(C)). When the basic human MMR system was
reconstituted, the components purified were recombinant
MutSe or MutSp, MutLa, Exonuclease I (EXOI), PCNA,
replication factor C (RFC, which loads PCNA onto DNA),
the single-strand binding factor replication protein A (RPA),
polymerase §, and DNA ligase I [21, 22]. In this system,
the 5’-to-3" mismatch-directed strand excision required only
MutSe, EXOI, and RPA, whereas processing of substrates
carryinga 3’ nick required also MutLa, PCNA, and RFC [23].

3. Experimental Models Related
with DNA MMR Deficiency

MSH?2 deficiency has been associated with frame-shift muta-
tions known as microsatellite regions. These are specific DNA
regions of tandem repeated units from one to six nucleotides.
Microsatellites are found in centromeres, telomeres, promot-
ers, and transcribed genes segments, causing DNA instability
by inserting their repeated units and expanding the genomic
sequence. This change in the original DNA sequence due
to microsatellites can induce mutations within the genetic
sequence, when mismatch bases are not corrected and copied
to during DNA replication. Hence, microsatellite instability
(MSI) has been widely used as a biochemical marker in
clinical and laboratory tests for aging-related diseases and
malignancies [24, 25].

MMR pathways have been studied in recent years because
of their medical importance in several degenerative and
pathological diseases in humans [26]. A positive correlation
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between MMR proteins deficiency, MSI and the malfunction
of different processes, and regulatory mechanisms in cells has
been established [27, 28].

4. DNA MMR System and Cell Cycle
Arrest Process

Post-replicative DNA-MMR systems are critical during the
response against diverse damaging stimuli that affect DNA
fidelity, such as oxidative stress, xenobiotics, radiation, and so
forth [28]. It has been corroborated that MSH2 participates
in cell cycle arrest and apoptosis by different pathways,
depending on the extent of DNA damage. Experiments
conducted in msh2—/— nontumor human lymphoblastoid
cell lines have shown that the MMR system promotes G2/M
arrest after UV-B induced DNA damage, and that a defi-
ciency in MSH2 leads to a decrease in the induction of G2/M
cell cycle checkpoint following this type of radiation. MSH2
proficient human lymphoblastoid cell lines cells also increase
cell cycle checkpoint proteins levels such as CHK1, CDC25C,
and CDC2, when compared with MSH2-deficient cells,
after UV-B radiation treatment [29]. These proteins, when
phosphorylated at specific amino acidic residues (Ser345,
Ser216, Tyr15, and Thrl4), regulate cell cycle control and
inhibit cells from dividing until the DNA alterations are
corrected, in accordance with MMR system’s capacity to
induce arrest in proliferative cells [30, 31]. In another
study, it was shown that MSH2 deficient nonmalignant
mouse fibroblasts were partially resistant to UV-B-induced
apoptosis and showed reduced S-Phase accumulation; when
msh2 was modified by a point mutation that affected its
expression, it was unable to participate in UV-B-induced
apoptosis [32].

It has also been shown that UV-B induced DNA damage
increases MSH6 protein levels in a p53 nondependent
pathway. But in msh6—/— primary mouse embryonic fibrob-
lasts cells repair response to this type of damage was
found to be significantly less sensitive to UV-B radiation
cytotoxic effects as explained by a reduction in MSH6 protein
levels. Therefore, MSH6 deficient cells were significantly
less sensitive to the UV-B radiation cytotoxic effects and
underwent significantly less apoptosis following irradiation
than MSH6 proficient cells, thus indicating that UV-B-
induced apoptosis was partially dependent on MSHG6 levels
[33]. These experiments suggest that MSH2 modulates both
cell cycle regulation and apoptosis through independent and
uncoupled mechanisms.

MMR proteins are also able to repair DNA through
homologous recombination, a mechanism that repairs
double-strand breaks using perfectly matched nucleotide
sequences between two DNA strands. Both genomic and
mitochondrial DNA sequences are exchanged through break-
ing and rejoining by specific protein complexes. The effi-
ciency of homologous recombination depends on the length
of uninterrupted sequence identity, as well as on the per-
centage of sequence identity within the region of homology
[34]. These experiments suggest that MSH2 modulates both
cell cycle regulation and apoptosis, through independent and
uncoupled mechanisms.
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lesion in the genomic sequence, MSH protein family can initiate repair signaling pathways for maintaining genome integrity and fidelity.



5. MMR Deficiency Associated with
Aging and Senescence

When deficient DNA repair pathways, such as MMR system,
do not detect altered DNA sequences, cell signaling pathways,
as well as cell homeostasis, become unstable because DNA
fidelity is compromised. Recent data have established a rela-
tionship between damaging stimuli, DNA lesions, and aging,
with the absence or decrease in DNA repair systems [35].
It has been determined that MSH2 and MLHI1 respond to
oxidative DNA damage induced by UV-A radiation [36], and
that MSH2 malfunction promotes degenerative conditions
that increase with age and affect cell cycle and viability.

MMR efficiency has been studied in the detection of
DNA-induced damage through cytotoxic compounds, such
as cisplatin, used for chemotherapy in cancer patients,
and it has been suggested that MSH2, besides its repair
function, is able to induce programmed cell death, reducing
abnormal cells in organisms. MSH2’s role in signaling DNA
damage-induced apoptosis has been recently demonstrated
by Negureanu and Salsbury, along with confirmation that
MMR defects alone can trigger tumorigenesis [37]. Stage
II-IIT colorectal cancer patients, whose tumors retain DNA
MMR activity, have shown benefits and better prognosis
when 5-fluorouracil, a cytotoxic compound that induces
DNA damage, is used; but patients with tumors that lost
MMR activity do not [38]. In another study, MSH2 activity
was tested on Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei
msh2-mutant strains, and it was shown that MMR system
can also repair DNA lesions caused by oxidative stress [39].
Mutant NER-deficient XP-A fibroblasts were shown to have
an increase in CG > TT transitions in methylated CpG
islands as a result of prolonged oxidative stress, compared
with control fibroblasts with an active NER system [40].
Estes and collaborators [41] using a Caenorhabditis elegans
msh2 knock-out model demonstrated that both fertility and
survival rate were severely compromised; the life expectancy
of these mutants also decreased significantly due to irre-
versible physiological damage. In another animal model,
using CD-1 female mice, physiological stress related to breed-
ing, methylation levels increased in msh2 promoter region
associated to age, ending ultimately in the accumulation of
DNA damage markers due to MSH2 reduced expression [42].
All the previous evidence supports the idea that proficiency
of MMR-system protects the cells from the early tumor
occurrence.

Besides apoptosis, premature senescence has been pro-
posed as another way in which cellular homeostasis is
maintained. Damaged cells that undergo senescence do
not proliferate and therefore the cellular damage can be
stopped. However, studies that correlate MMR systems with
the phenomenon of senescence are few. Some experiments
conducted in young and senescent colonic and human
embryonic lung fibroblast cell lines (CCD-18Co and IMR90,
respectively) showed that MMR activity was significantly
reduced in the senescent phenotype. In particular, MSH2 and
MSHS6 proteins were markedly downregulated in senescent
cells. However, purified MSH2 and MSHG6 extracts that were
added to senescent cells led to the restoration of MMR
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activity. Semiquantitative RT-PCR analyses also showed that
MSH2 mRNA levels were reduced in senescent cells from
the same fibroblast cell lines mentioned before [43]. This
evidence suggests that MMR system activity decreases during
the senescent state, which could be interesting while studding
other processes related to the aging process [44].

6. Telomere Shortening and Senescence
Related with MMR Deficiency

Classic replicative senescence involves cell cycle arrest due to
telomere shortening. Telomeres are protective structures at
the ends of chromosomes that consist of tandem TTAGGG
repeats bound to a protein complex known as shelterin
[45]. Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) deficient in msh2
expression showed a significant increase in chromosome
aneuploidy, centrosome amplification, and defective mitotic
spindle organization and unequal chromosome segregation
[46]. Studies conducted in several models demonstrate
that MMR system can regulate telomere maintenance and,
therefore, alter cell senescence. In msh2 knock-out mouse
tissues and primary MEFs there was no apparent change
in telomerase activity, telomere length, or recombination
at telomeres. However, msh2 knockout MEFs presented
chromosome ending without detectable telomeric DNA
which correlated with an increase in chromosome end-to-
end fusions [47]. Interestingly, it was reported that mutations
in MMR proteins in yeast, particulary MSH2, rescued
telomerase-deficient strains survival, apparently by allowing
telomere stabilization through an independent telomerase
mechanism known as “alternating lengthening of telom-
eres” (ALT), which uses recombination-based pathways to
maintain telomere length [48]. However, when this was
studied in a mammalian in vivo model, by generating
double mutant mice for telomerase and PMS2 (a MutL
homolog), the previously proposed role for MMR genes
in controlling telomere recombination and telomere length
was not observed [49]. Similar results were reported in
experiments with human colorectal, endometrial, and ovar-
ian tumors, with or without MMR activity, indicating that
in mammals the ALT mechanism is not essential during
telomere maintenance [47, 49]; nevertheless MMR may be
important in detecting DNA damage induced by radiation,
cytotoxic compounds, and oxidative stress, and depending
on the damage extent, might be linked to cellular fate
determination, leading either to apoptosis or to senescence,
and therefore is important during tumorogenesis [50].

7. Pathologies Related to MMR
System Failure in Humans

As discussed above, the MMR system is responsible for
preserving DNA integrity and stability upon exposure to
different damaging stimuli. If the MMR system fails, cell
structure and functions will probably be affected, resulting in
immortalization, malignant transformation, tumorigenesis,
and/or degenerative diseases. One of such diseases is the
Muir-Torre syndrome, a rare autosomal dominant disorder,



Oxidative Medicine and Cellular Longevity

which is characterized by the predisposition to both seba-
ceous neoplasms and internal malignancies. This condition
is caused by an inherited germ-line mutation in one allele of
MMR genes msh2 and mlh1, leading to MMR deficiency. This
condition causes MSI which in turn leads to DNA mutations
[51-53].

Approximately 15% of colorectal cancers display MSI in
one or more MMR genes: mlhl, msh2, mshé6, or pms2 [54].
Lynch syndrome, also called non-polyposis colorectal cancer
and the most common form of inherited colorectal cancer, is
a good example of a malignant disease associated to MSI. It
develops in 60% of the patients with MMR gene mutations,
commonly before 50 years of age [51, 55]. Muir-Torre, as
well as Lynch syndrome, is a condition caused by decreased
DNA-MMR activity. Both diseases are characterized by high
levels of MSI, supporting the fact that microsatellites are
considered excellent markers to detect failures in DNA
integrity maintenance [56].

The Ontario Familial Colorectal Cancer Registry is a
population-based study of Lynch syndrome occurrence in
relation to age, sex, and mutated genes [57]. This study
indicated that the cumulative risk for colorectal cancer rose
in patients of 70 years old or more, compared with the
risk found in patients between 30 to 50 years old. This
increase of cumulative risk was correlated with an increase in
MSH?2 and MLH]1 mutations in 70 years patients. The male
patients in this particular study presented more mutations
in the mlhl gene compared with the female patients in all
3 age-dependent groups. However, female patients showed
increased mutation levels in the msh2 gene compared with
the male patients, once again in all 3 age-dependent groups.
These observations suggest that when genes responsible for
maintaining DNA integrity, such as msh2 and mlhl, are
mutated, and their capacity to repair DNA decreases, the
accumulation of mutations and strand breaks may lead to
aging and disease. In other words, when the organisms fail
to maintain their homeostasis, they become susceptible to
aging and degenerative diseases. Although some of these
mutations may be inherited, exposure to toxic and damaging
insults like ROS, chemicals, and radiation can abruptly alter
or accelerate their formation.

Cell-microorganism interactions can further generate
failure of MMR system activity. One example is the mucosa-
associated bacteria that significantly contribute to the colonic
environment in humans. Enteropathogenic Escherichia coli
(EPEC) carry the eae gene, which encodes the bacterial
adhesion protein intimin; this protein enables bacteria to
attach to the intestinal epithelium by using a type III
secretion system which translocates effector proteins into
host cells. These bacteria can influence molecular pathways
involved in colorectal tumorigenesis. The ability of EPEC
to downregulate DNA-MMR proteins such as MSH2 and
MLH1 demonstrates that environmental factors can increase
tumorigenesis in colonic epithelial cells [58]. Other tumori-
genic processes resulting from MMR system failure are
melanoma and breast cancer. MSI and mutations in MMR
genes contribute significantly to both conditions in human
patients, confirming MMR potential role in carcinoma
susceptibility [59, 60]. Another gene associated with MMR

defects that has been extensively studied is the tumor-
suppressor gene BRCAI [61] related to breast cancer. BRCAI
encodes a protein that repairs damaged DNA and initiates
the apoptotic process. Errors in BRCA1 expression result in
unrepaired DNA [62]. Such mutations cause uncontrollable
cell growth resulting in tumor formation. In experimental
trials, the role of the BRCAI protein in modulating a 6-
thioguanine (6-TG) induced MMR damage response was
studied, using an isogenic human breast cancer cell line
model, including a BRCA1 mutated cell line (HCC1937).
The results showed that the tumor cells were more resistant
to chemotherapeutic drugs, like 6-thioguanine, as mani-
fested by a reduced G2/M arrest and decreased apoptosis
[63]. In this context, BRCAI-mutant cells are more resistant
to damage by this drug, than BRCAI-positive cells. This
might suggest a probable mechanism by which the MMR
system may regulate cell cycle and apoptosis, in correlation
with the functionality of tumor suppressing genes like
BRCA1 [64].

8. The Use of MMR to Study Aging:
The Bats Example

As mentioned before, the accumulation of DNA damage
is known to induce alterations in the cell’s mechanisms
and structure that might lead to aging; and since DNA-
MMR system is highly conserved between species, our group
decided to determine the importance of this system during
the aging process in a different animal model. Bats (class:
Mammalia, order: Chiroptera) are an interesting model due
to their high longevity and particular resistance to adverse
environmental factors [65], and therefore, the levels of MMR
proteins MSH2 and MLH1, as well as microsatellite markers
were quantified, in liver, lung, and brain of young, adult, and
old bats, both female and male. Individuals of two different
wild bats species were used: Myotis velifer and Desmodus
rotundus. Catalase, glutathione peroxidase, and superoxide
dismutase were also analyzed to determine if the antioxidant
protection negatively correlated with DNA damage [66]. The
first species, the cave Myotis, is an insectivorous bat that has
an average lifespan of 8 to 12 years (11.3 years in the field)
based on mark-recapture studies and an average adult weight
of 10.1 g [67] which migrates to higher altitudes to mate and
hibernate [68, 69]. On the other hand, the vampire bat D.
rotundus has an average lifespan of 12 to 20 years [70] and
an average adult weight of 32.2 g [67]. Vampire bats feed on
the blood of stock animals and do not undergo hibernation
[71, 72]. The study conducted determined that M. velifer
(the short lived species) presented decreased levels of MSH2
and MLH1 with increased MSI (Figure 2(a)) and reduced
antioxidant activity as these insectivorous bats became older.
However, in the case of D. rotundus (the long lived species),
there was a reduced MSI in the vampire bats from adult to old
age, compared with the young control bats, which correlated
with reduced levels of MSH2 and MLH1 (Figure 2(b)) along
with improved antioxidant activities in the old bats that
matched the activities seen in the adult groups from the
other species [66]. An important feature of this study was
the demonstration that the analysis of MMR deficiency and
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FiGure 2: Comparisons between MLHI1 levels and microsatellite instability. The figure shows the correlations between MSI and MLH1
protein levels, found in the female (F) and male (M) bat lung samples. The correlations were performed considering the relative optical
densities (RODs) obtained from the densitometries of the PCR products from DNA microsatellite sequences (MS3EO2 for M. velifer and
DESMOIL for D. rotundus), and the MLH]1 protein levels were determined by Western Blot analysis in both species. Young bats were given
the arbitrary value of one, in order to compare them with the other age groups. Each age group consisted of 5 invidious (n = 5) either
male or female bats. One-way ANOVA tests, followed by Tukey-Kramer variance analyses, were used to compare among groups, by sex and
age. A 0.05 level of probability was used as a minimum criterion of significance in all analyses. The figures correspond to: (a) Myotis velifer
(MS3EO2 versus MLH1) and (b) Desmodus rotundus (DESMOT1 versus MLH1).

the variations of MSI are an excellent model that can be used
in aging studies to correlate Harman’s theory of aging with
processes related to DNA damage.

9. Final Considerations

Although most of the studies related to the MMR deficiency
and genomic alterations are associated with carcinogenic
processes, there is a high prospective in using these tools for
aging and senescence studies. Studying MMR impairment
could also be used to correlate cancer and aging. It is
known that cancer predisposition is more frequent when
DNA repair is deteriorated in the elderly, which correlates
with DNA damage accumulation (e.g., MSI) throughout
lifetime, and it might explain the origin of these diseases
as proposed by Harman [1, 73]. However, mutations in
MMR proteins have been related with other malignancies
found not only in elderly patients, but also in children,
such as haematological malignancies, brain tumors, Lynch
syndrome, and neurofibromatosis [74, 75]. Therefore it
would be important to determine which of these malignant
conditions are exclusively age-dependent processes or solely
DNA damage/mutation-dependent. Another issue to con-
sider is the interaction with other proteins complexes that
could assist in the MMR system. It was recently determined
in msh2-knockout mouse embryonic fibroblasts, HEK, and
HeLa cell lines that MSH2 is also in charge of the recruitment
of the ATR protein, which is in charge, along with ATM
protein, of the DNA damage response signaling, frequently

associated with cell death by apoptosis. According to this
study ATR is recruited by two different pathways: one of
which is mediated by RPA (replication protein A) and relays
a signal to the Chkl protein, whereas the other pathway
depends on MSH2 and is responsible for Chk2 activation
[76]. Further investigations could be benefited from exper-
iments based on correlations between MMR deficiencies,
DNA damage markers in new models such as bats, since
they have prolonged longevities that might increase our
understanding of MSH2 pathways, revealing new processes
that regulate cellular homeostasis by maintaining DNA
integrity.
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