UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA

MAESTRIA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

PROYECTO:

“METILACION DEL GEN DE REPARACION DE
ADN msh2 EN UN MODELO DE
ENVEJECIMIENTO DE RATONES HEMBRA
MULTIPARAS”

REALIZADO POR:
Biol. JUAN CRISTOBAL CONDE PEREZ-PRINA
MATRICULA: 205182655

TUTORA:

Dra. Mina Konigsberg Fainstein
Depto. Ciencias de la Salud
UAM-I

ASESOR INTERNO:

Dr. Pablo Gustavo Damian Matsumura
Depto. Biologia de la Reproduccion
UAM-I

ASESOR EXTERNO:

Dr. Alejandro Zentella Dehesa
Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutriciéon “Salvador Zubiran”.



INDICE

[T 1] 3 =Y o T 4
1. INtrodUCCION........ce s 5
1.1. Causantes bioquimicos del envejecimiento............cceeiiiiiii e, 5
1.2. Cambios epigenéticos y envejeCcimiento.........occuieviriierieiiee e 6
1.3. Metilaciones de CItOSINGAS..........ceuiiiiiiiii e e 6
1.4. Genes relacionados con los mecanismos de reparacion del ADN ....................... 10
1.5. La multiparidad como modelo de estudio de envejecimiento prematuro............... 11
2. JUSEIfICACION... . e 14
3. Objetivo General........cccuuiimiiiiiiiiiiirr s ———— 14
3.1. ODbjetivos PartiCUIAres...........oooiiuieie e ettt e e 14
L S T oo == 15
5. Metodologia........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiir e ————— 15
5.1. Control de animales...........cuiiiiiiii e e e 15
5.2. Aislamiento de ADN por la técnica de Nal...........cccouiiiiiiiiiiii e 17
5.3. Cuantificacion de ADN.........oo i e e e e 19
5.4. Métodos de medicion de modificaciones epigenéticas............cccceeevieeeeniicinennnnen. 20
5.5. Analisis de Metilacion especifica: Técnica COBRA.............coioeeieiiiiieei e e 21
5.5.1. Tratamiento del ADN con bisulfito de S0dio.........cccceei i, 21

5.6. Disefio de oligos especificos y eleccion de la enzima de restriccion para la
reaccion en cadena de la polimerasa especifica para metilaciones................ccccc..... 23

5.7. Disefo de oligos especificos para el promotor metilado de msh2. ...................... 24



5.8. Disefio de oligos especificos para la técnica de RT-PCR para analizar la expresion

el N MSNZ .. et bt e e e e e e e e e e 27
5.9. Extraccion de ARNm de muestras de tejido ........ccueeeeeiiiiiiiiii 28
5.10. Condiciones para realizar RT-PCR..........ccuuiiiiiiee e 30
5.11. Analisis EStadiStiCo........cccoueiiiiiiiiec e 32
6. RESULTADOS........irarr s s s s nan e 32
6.1. Observaciones de control de los grupos de estudio...........cc.ceiveeiiiienieieee e 32
6.2. Extraccién y aislamiento de ADN por la técnica de ioduro de sodio...................... 33
6.3. Determinacioén de la metilacion del gen msh2 por la técnica COBRA.................... 34
6.4. Secuenciacion del producto del PCR...........ooiiiiiiiii e e 35
6.5. Secuencia determinada de gen msh2 (5’ @ 3').....ovioiiiiiiiii e 36

6.6. Digestion de productos de PCR mediante la endonucleasa de restriccién

1/ o o PRI 37
6.7. EXPresion del gen MSH2... ... 40
6.8. Andlisis de los resultados densitomMEtriCoS. ..........ceueeeiiiieiiiiie e 41
7. DISCUSION........couiueerremeeessesseesesessessesssessssess s ss s sssseaseasens 42
T o3 0]\ o3 LW £ [0 ] X T 45
9. PERSPECTIVAS......ce s s s s s 46
10. BIBLIOGRAFIA. ........eceeeceeecetr e seetsseseeeeese e ss e eseeseseess s e ess e s sessssssessnan 47



Resumen

El incremento en el dafio al ADN asociado con la edad, puede ser reconocido
como la acumulacién de mutaciones inducidas fisiolégica y ambientalmente,
junto con un debilitamiento de los sistemas de reparacién del ADN. Uno de
estos sistemas es el de reparacion de bases por mal apareamiento (MMR), la
principal via de correccion post-replicativa, que se sabe va en decremento
conforme avanza la edad del organismo. Sin embargo, dado que la recurrencia
del dafio directo al ADN contrasta con la disfuncion celular y tisular observada
en individuos viejos, la falta de los sistemas reparadores de ADN puede estar
también relacionada con cambios epigenéticos que se dan con la edad, tal
como ocurre con la metilacién de ADN. Se ha reportado que el desgaste de
ratonas hembra utilizadas para fines reproductivos, las lleva a un estado de
deterioro celular prematuro; por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue el
relacionar la variable edad con la inestabilidad gendmica y las modificaciones
epigenéticas. De esta forma se determind la correlacion del silenciamiento del
gen que codifica para la proteina de MMR msh2, con el desgaste de ratonas
hembra multiparas asociada a la edad. Mediante el analisis de restriccion con
bisulfito combinado (COBRA) se comparé el ADN aislado de tejidos de ratonas
hembras multiparas de 12 meses contra el de ratonas hembras nuliparas de 12
meses y el de ratonas hembras nuliparas de 2 meses. Los experimentos
mostraron una hipermetilacion de msh2 asociada con el proceso de
envejecimiento del 60% en las hembras multiparas en comparacion con el 40%
en hembras nuliparas de 12 meses (una diferencia del 20%). Sin embargo,
dicha metilacién adicional no fomenté una reduccion en la expresién de msh2

al realizarse la técnica de RT-PCR.



1. Introduccién

1.1. Causantes bioquimicos del envejecimiento

El envejecimiento se ha definido como el deterioro, tanto estructural como
funcional, que se va evidenciando en los tejidos y érganos de un individuo,
conforme éste avanza por las etapas de la vida. A medida que un organismo
envejece, sus procesos fisioldgicos, bioquimicos y estructurales van en declive
(Halliwell y Gutteridge, 2004 ), hasta llegar al punto de no poder responder a los
estimulos que el organismo percibe, culminando con un malfuncionamiento
general a nivel celular, tisular, de érganos y en la muerte del mismo.

Se ha sugerido que el origen del envejecimiento esta relacionado con la
generacion y acumulacion del dafio sobre el ADN, el cual es en parte producido
por las especies reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO mas importantes son el
radical superoxido (O27), el perdxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo
(OH) y se generan tanto por agentes exégenos, como por diferentes procesos
celulares, siendo el principal la respiracion mitocondrial (Scandalios, 2002). Asi
mismo, se conoce que el organismo cuenta con sistemas de defensa
antioxidante para poder reducir el efecto de las ERO (Miura, 2004); como
ejemplo se encuentran las enzimas superoxido dismutasa y glutation
peroxidasa. Estas enzimas, reducen los efectos oxidantes del O,y del HyO,,
respectivamente (Halliwell y Gutteridge, 2004), disminuyendo el dafio
ocasionado en las biomoléculas como el ADN.

Asi mismo, se ha relacionado la exposicion a agentes toxicos, metales y
contaminantes ambientales con el proceso de envejecimiento en los
organismos (Florea et al., 2005; Boley et al., 2002). En el caso del ADN, se ha

observado que los danos involucran apareamientos incorrectos de bases



nitrogenadas o bien deleciones y tienen como consecuencia una incorrecta

expresion genética (Kiltz, 2005).

1.2. Cambios epigenéticos y envejecimiento

Como se ha mencionado antes, aunque el estrés oxidativo puede alterar la
expresion de ciertos genes, se sabe que las mutaciones puntuales del ADN no
son suficientes para explicar todas las alteraciones que se han encontrado en
las enfermedades y el envejecimiento, por lo que se propone, deben existir
otros niveles de regulacién. Uno de los niveles que pueden influir en este
proceso es el epigenético.

El conjunto de procesos que regulan la expresiéon de informacién del ADN sin
cambiar su secuencia original se denomina epigenética (Allegrucci et al., 2005).
La expresién génica esta regulada por modificaciones quimicas directamente
sobre las citosinas que forman al ADN (metilaciones) o sobre las histonas
(acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacién, sumoilacion y metilacion) (Arenas-
Huertero y Recillas-Targa, 2002). En este trabajo se analizara el silenciamiento

genético asociado a metilaciones del ADN.

1.3. Metilaciones de citosinas

Un mecanismo de silenciamiento génico a nivel del ADN se lleva a cabo
cuando la célula adiciona un grupo metilo en la posiciéon 5 de las citosinas
mediante enzimas conocidas como metiltransferasas de ADN. Estas citosinas
se encuentran preferentemente en agrupamientos denominados ‘“islas CpG”

(citidinas unidas por enlaces fosfodiester a guanosinas), las cuales al metilarse



reclutan a otros complejos que fomentan el silenciamiento gendémico

(Kisseljova y Kisseljov, 2005; Halliwell y Gutteridge, 2004; Belinsky et al., 1996).

Citosina

5-metilcitosina

Esquema demostrativo de la incorporaciéon de grupos metilo en las citosinas que
conforman las islas CpG, ubicadas a lo largo de la cadena de ADN, fomentando el
silencimiento de informacién genética.

El proceso de metilacion se ha estudiado recientemente en relacién con
algunas enfermedades severas como el cancer. Se ha encontrado que el ADN
de células normales puede ser metilado de novo vy propiciar el silenciamiento
de genes supresores de tumores, asi como la desregulacion de los
mecanismos de control en el ciclo celular (Holliday, 2005; Mund et al., 2005).
Esta desregulacion es un indicador de que existen modificaciones en la
expresion del ADN que fomentan un funcionamiento incorrecto por parte de las
células. Por lo tanto, es de especial importancia conocer si existen cambios en

la metilacion de genes encargados de la regulacién de diversos procesos



celulares y criticos para la célula, en condiciones de estrés severo, como genes
para la regulacion y la reparacion del ADN.

Se ha reportado que conforme el organismo envejece, el ADN se hipometila a
nivel general; no obstante se ha visto que ciertas regiones criticas para el
control de diversas enfermedades experimentan hipermetilaciones especificas
(Szyf et al., 2004; Sun et al., 2004). Dado que este proceso se relaciona con
multiples factores celulares y estimulos fisioldgicos, durante un periodo
determinado de tiempo, es posible que exista una modificacion en el grado de
metilaciones del genoma durante un estrés fisiolégico severo generado por
factores intrinsecos y ambientales que podrian favorecer procesos de deterioro

fisiologico.

Se ha estudiado que la inactivacion inducida por delecién genética de la
metiltransferasa de nucleétidos MT-Dnmt3b fomenta hipometilacion anormal,
inestabilidad estructural e inmortalizacion espontanea de fibroblastos de
embriones de ratén. Estos experimentos muestran que las metilaciones pueden
afectar a los organismos en su etapa de desarrollo embrionario, llevando a la
formacion de procesos fisiolégicos anormales (Dodge et al., 2005). Otros
estudios muestran que el grado de metilacién en el ADN de células de higado
de ratones recién nacidos se ve alterado por modificaciones en la dieta de las
madres. Por ejemplo, se ha encontrado que al inducirles a éstas una condicion
de sobrepeso por sobrealimentaciéon o una reduccién drastica de la cantidad de
alimento rico en arginina y ornitina, ocasiona un retraso en la velocidad del
crecimiento de la placenta y del mismo feto (Wu et al., 2004). Asi mismo, en

otro estudio se analiz6 el grado de metilaciones del ADN en muestras de



higado de ratones con retraso en el crecimiento uterino y se relacion6 con la
presencia de modificaciones epigenéticas persistentes que fomentan en las
crias el riesgo de contraer resistencia a la insulina e hipertriglicemia, un efecto
semejante al observado en humanos (MacLennan et al., 2004). Por otro lado se
reportd que el antagonismo de la hipervitaminosis A indujo defectos del cierre
del tubo neural anterior, con una deficiencia de donadores de grupos metilo en
el cultivo de todo el embrion murino (Santos-Guzman et al., 2003). Otros
experimentos denotan una mayor generacion de transiciones CG>TT en las
islas CpG metiladas con respecto a las no metiladas, como causa de un estrés
oxidativo asociado a respuesta inflamatoria generada por el organismo, en
células deficientes del sistema de reparacion por escision de nucleétidos NER
(Lee et al., 2002). Estos estudios plantean la posibilidad de una relacion entre
el dano al ADN y la generacion anormal de metilaciones en genes que
codifican a proteinas supresoras de tumores, pero dado la amplitud del alcance
de las ERO sobre el resto de las biomoléculas, es dificil establecer un patrén o
mecanismo que involucre estos procesos.

Se ha reportado también que durante el proceso de metilacion del ADN
participan en forma conjunta diversas moléculas que modifican la estructura
general de la cromatina, para poder facilitar el proceso de silenciamiento. Un
ejemplo de estas moléculas son los complejos remodeladores de la cromatina
que participan en la formacioén de regiones de heterocromatina silenciadas con
variantes de la histona H2A a medida que las células alcanzan el estado de
senescencia, fomentando fallas en la regulacién epigenética (Schulz y Tyler,
2005; Zhang et al. 2005). Por otro lado, se sabe que cuando una regién del

ADN se hipometila por la actividad de las enzimas desmetilasas (las cuales



remueven los grupos metilo), la cromatina presenta inestabilidad estructural
que le permite cambiar en su forma, abrirse y permitir la expresion de la
informacion. Por otro lado, cuando regiones cromatinicas se abren para su
transcripcion, otras regiones se cierran, debido a que otras histonas estan
asociadas con grupos metilo. Esto se debe, tanto a la actividad residual de las
enzimas metiltransferasas, como a la incapacidad de las desmetilasas para
acceder a las regiones metiladas del ADN, como consecuencia del cambio

estructural en la cromatina. (Szyf et al., 2004).

1.4. Genes relacionados con los mecanismos de reparacion del ADN

Cuando la integridad estructural el ADN se dafia debido a estimulos nocivos,
los genes tales como msh2, msh6, mhl1 y pms2, se activan para poder
participar en el proceso de reparacion del ADN denominado sistema de
reparacion de bases por mal apareamiento (MMR, del inglés Mismatch Repair),
(Mullins et al., 2005).

En particular la proteina MSH2 forma parte de una familia altamente
conservada a nivel evolutivo de moléculas encargadas de reparaciones MMR
en el ADN (Kultz, 2005). Estas reparaciones abarcan lo que son apareamientos
de bases erroneas o deleciones e inclusiones incorrectas de las mismas. MSH2
se une con la proteina MSH6 para formar el heterodimero hMutSa al detectarse
un mal apareamiento de bases, mientras que al darse una delecién incorrecta,
MSH2 y otra proteina denominada MSH3 forman el heterodimero hMutSp, el
cual corrige el error y posiciona la base faltante en la cadena de ADN

(Peltomaki, 2001; Santuci-Darmanin y Paquis-Flucklinger, 2003). Se ha visto
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que, al darse el silenciamiento de los genes msh2 y mlh1 como consecuencia
de la metilacion, se incrementa la cantidad de deleciones no reparadas en
repeticiones de mono y dinucledtidos, de longitud variable. Este fendmeno se
conoce como inestabilidad microsatelital, el cual se utiliza actualmente como un
indicador de dafio al ADN por fallas en el mecanismo MMR, comunmente en
estudios de cancer colorectal y adenocarcinoma ovarico. (Hampel et al., 2005;
Helleman et al., 2006).

Se ha observado que al inducir un silenciamiento homocigético en el gen de
reparacion msh2 en ratones, y al utilizar el agente metilante 1,2-dimetilhidrazina
en dichos ratones, la incidencia de cancer colorectal aumenta
considerablemente, en comparacion de ratones con su gen de reparacion
completamente activado (Colussi et al., 2001). También se ha observado que la
sobrevivencia y la fertilidad de nematodos Caenorhabditis elegans mutantes
nulos para msh2, se ve severamente comprometida, llegando al punto de que
su ciclo vital se ve reducido como consecuencia de un deterioro fisiolégico

irreversible (Estes et al., 2004).

1.5. La multiparidad como modelo de estudio de envejecimiento

prematuro

El envejecimiento prematuro se presenta en organismos cuyos procesos
celulares se alteran ante condiciones normales y anormales, tanto fisiolégicas
como ambientales, que fomentan una degeneracién celular subita antes de
tiempo (Toth et al, 2005). Este fendmeno ha sido observado en estudios
previos y recientes mediante la ayuda de diferentes modelos celulares y

animales, con el fin de determinar sus causantes. Por ejemplo, se ha utilizado
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como un modelo animal de envejecimiento prematuro a las hembras de pie de
cria de la cepa CD1 (Kdnigsberg et al., 2007). En estos grupos sometidos a
multiparidad (multiples partos) se han encontrado caracteristicas fenotipicas
asociadas a envejecimiento tales como alopecia severa, mientras que a nivel
celular se ha observado una disminucion de la proliferacion y sintesis del ADN,
una drastica disminucion de funcionalidad, asi como un aumento en el niumero
de células senescentes (Konigsberg et al, 2007). Este modelo ha sido
analizado junto con otros estudios, en base a la teoria de que los embarazos
multiples pueden estar alterando el estado fisioldgico general de las hembras a
favor de un estado de envejecimiento prematuro.

En otros reportes, se ha senalado que el embarazo es una etapa fisiologica
muy importante en la vida de las hembras de los mamiferos, ya que se
exponen a una gran cantidad de estimulos, tanto intrinsecos como extrinsecos,
que modifican una gama de procesos a nivel hormonal, celular y genético. Se
ha reportado que factores como la constante y oscilante produccién de
hormonas y el numero de crias que una hembra puede concebir, influyen en el
balance metabdlico, incrementando su propensién al deterioro fisiolégico
(Westendorp y Kirkwood, 1998). Se ha reportado también la relacion entre el
comportamiento reproductivo en ratones de pie de cria y la longevidad,
observandose que las hembras de pie de cria de algunas cepas de ratbn como
C3H/Hed, disminuyen su ciclo de vida hasta un 50%, lo que se atribuye, entre
otros factores, a su alta incidencia de embarazos (Russell, 1968). Otros
estudios revelan un incremento en los niveles de ERO del organismo durante el
embarazo (Agarwal et al, 2005) y un incremento en los niveles de

lipoperoxidacion de tejidos como pulmén, rinones y utero en hembras después
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del parto comparadas con aquellas que eran nuliparas (Sainz et al., 2000). Asi
mismo, se ha observado que presentan patologias relacionadas con un estado
de alto deterioro fisiologico, como son el mal funcionamiento del higado, la
pérdida temprana de pelo y una alta incidencia de tumores mamarios,
especialmente en la cepa C3H/Hed (Russell, 1968; Foster et al, 1983). Lo
anterior es un indicador de que los efectos causados por alteraciones
fisiolégicas, entre ellas las relacionadas con la multiparidad, pueden promover
un estado de deterioro tisular que afecta al organismo, el cual se relaciona con
el envejecimiento prematuro en nuestro modelo.

Dado que las metilaciones anormales pueden culminar en el desarrollo de
procesos que perjudican al organismo, seria de importancia observar si en
nuestro modelo de estudio, las alteraciones fisiolégicas causadas por
embarazos continuos o multiparidad pueden fomentar modificaciones
epigenéticas a nivel de ADN. La razén por la cual se piensa que existe esta
relacion es que durante el embarazo participan una gran gama de procesos de
regulacion y crecimiento celular, que al estar bajo un estrés fisiolégico
constante y severo podrian estar funcionando de forma incorrecta. Esto nos
lleva a tratar de vislumbrar informacion que revele como pueden alterarse sus
procesos de regulacion y mantenimiento celular y, a su vez, como se puede
afectar el estado fisioldgico a causa de cambios en el grado de metilaciones en
genes especificos, y en aquellos genes encargados de la reparacion del ADN,

tal como el gen msh2.
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2. Justificacion

Como consecuencia del estrés fisioldgico severo causado por la multiparidad,
Diversos procesos anormales de regulacion y modificacion epigenética podrian
ocurrir. Estos procesos de silenciamiento podrian afectar genes de reparacién
del ADN como msh2, generando un deterioro estructural fisiolégico asociado al
envejecimiento prematuro. Puesto que este deterioro metabdlico y estructural
se ha asociado a la falta de reparacién de los sistemas, es muy factible que se
pudieran encontrar cambios en la metilacion de este gen. El propdsito de este
proyecto es el de analizar si existen cambios en la metilacion del ADN, en
particular en el gen msh2, como consecuencia del estrés fisioldgico causado
por la multiparidad. Estos estudios podrian servir como base en experimentos

posteriores, para evitar el deterioro fisioldgico asociado al envejecimiento.

3. Objetivo General:

o Determinar el porcentaje de metilacion y los niveles de expresién del gen
msh2 en tejidos reproductivos y no reproductivos de ratones hembra

multiparas y nuliparas.

3.1. Objetivos Particulares:

e Aislar ADN de la glandula mamaria, higado y ovario, de ratones hembra

de la cepa CD-1 multiparas y nuliparas.

e Comparar el porcentaje de metilacién del gen msh2 en los diferentes

tejidos de los sujetos de estudio bajo estrés fisiolégico por multiparidad
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con hembras de la misma edad sin dicho estrés, mediante la técnica de
COBRA.

e Determinar la expresiéon del gen msh2 mediante el aislamiento de ARNm
de la glandula mamaria, higado y ovario, de ratones hembra de la cepa

CD-1 multiparas y nuliparas.

4. Hipoétesis
e Si la multiparidad, como modelo de envejecimiento prematuro, induce
cambios epigenéticos, en particular cambiando el porcentaje de
metilacion del gen de reparacion del ADN msh2, entonces las hembras
multiparas presentarian un mayor grado de metilacién de este gen
comparadas con hembras nuliparas de la misma edad, afectando sus

niveles de expresion a nivel de ARNm.

5. Metodologia
5.1. Control de animales
1.- Se establecieron 3 grupos de estudio, cada uno formado por 30 ratones de
la cepa CD-1.
e El primer grupo, hembras nuliparas sacrificadas a los 2 meses de edad.
e El segundo grupo, hembras nuliparas sacrificadas a los 12 meses de
edad.
e Eltercer grupo, hembras multiparas (3-4 hijos por camada; 8-9 camadas)
sacrificadas a los 12 meses.
2.- Los 3 grupos de estudio permanecieron bajo observacion hasta el tiempo de

su sacrificio, bajo condiciones que aseguraron que otras variables no afectaran
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las condiciones fisiolégicas de los ratones, evitando de esta forma otros tipos

de estrés:

El grupo experimental de hembras multiparas consistié de las siguientes
caracteristicas: en un mismo contenedor denominado unidad
reproductiva, se pusieron entre 3 0 4 hembras de 2 meses de edad junto
con 1 macho. El tiempo de gestacion de las hembras normalmente es de
19 dias y el de lactancia de 21 dias; Generalmente entran en estro
inmediatamente después de dar a luz, lo cual asegura que puedan ser
fecundadas en un corto tiempo. Las hembras pueden comenzar a
amamantar a las crias al mismo tiempo que estan embarazadas.
Normalmente, a los 9 meses las hembras se retiran de la unidad
reproductiva debido a su deterioro fisiolégico y pérdida de fecundidad, y
para fines de este trabajo, se agruparon con las caracteristicas que se
mencionan en el siguiente punto.

Cada grupo de 5 animales separ6 por cada caja de mantenimiento. Esto
se hizo con el fin de evitar conflictos de territorialidad entre individuos,
asi como competencia por agua y alimento.

El alimento que se proporcion6é equivalia a 500 gramos de alimento
disponible ad libitum para que los individuos de estudio no estuvieran en
condiciones de desnutricién. Antes de acabarse la cantidad dada, se
recambiaba el alimento. El alimento proporcionado eran croquetas de la
marca Harlan Teklad Global Diets, el cual tiene un minimo proteico del
18%, un minimo de 5% de grasa cruda y un maximo del 5% de fibra

cruda.
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e El agua proporcionada ad libitum a los animales fue agua libre de
impurezas y otras moléculas que pudieran afectar su salud.

e El ritmo circadiano de los organismos fue regulado por control de
apagado ciclico programado de la luz cada 12 h.

e Cada 4 dias se les cambi6 el aserrin de las cajas, con el fin de evitar
infecciones y condiciones de insalubridad que afectaran a los ratones de
manera negativa (bacterias, virus, etc.).

e Se inspeccioné individualmente cada organismo, para determinar si los
individuos presentaban heridas por conflictos de territorialidad o por
infeccion.

3.- Los individuos pertenecientes a cada grupo se sacrificaron por dislocacion
cervical y se les extrajeron quirargicamente las glandulas mamarias, higado y
ovario, para poder obtener y analizar su ADN. Se eligieron el ovario y la mama
debido a que estos 6rganos son tejidos que estan relacionados con el proceso
reproductivo y dado que se quiere determinar su deterioro fisioldgico, son
tejidos que cumplen con los requisitos de estudio. El higado se eligié por ser un
organo con una alta taza metabdlica en el cual se sabe que se acumulan dafos
asociados a la edad (Lépez-Diazguerrero et al., 2005).

4.- Se obtuvieron los diferentes tejidos de cada animal, se lavaron en solucién
salina y se envolvieron en papel aluminio para ser congelados a -80° C hasta

ser utilizados.

5.2. Aislamiento de ADN por la técnica de Nal (Matos et al., 2001)
e Se aislé el ADN obtenido de dichos érganos y se cuantificd la metilacion

especifica del promotor del gen msh2 por la técnica de COBRA (del
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idioma inglés, Analisis de Restriccion por Bisulfito Combinado).

Se homogenizé 1 g de tejido de higado, 0.5 g de tejido de ovarioy 0.2 g
de mama, el cual estuvo en hielo para evitar la degradacion del tejido y
del ADN.

El tejido homogenizado se centrifugd a 1500 g por 10 min a 4° C y se
resuspendio el boton obtenido en 2 ml de solucién amortiguadora A
(Sacarosa 320 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 10 mM, desferroxamina 0.1
mM y 1% de Tritdn-100, pH=7.5). Posteriormente se centrifugé a 1500 g
por 10 min a 4° C.

Se desechd el sobrenadante y se agregaron 2 ml de solucién
amortiguadora A, se resuspendié el botdn y se volvié a centrifugar a
1500 g durante 10 min a 4° C.

Se descartd el sobrenadante, se agregaron 1 ml de solucion
amortiguadora B (EDTA-Na; 5 mM, desferroxamina 0.15 mM, Tris-HCI
10 mM, pH=8) y se resuspendid el botdn.

Se agregaron 350 ul de SDS al 10% y se agité suavemente por inversion.
Se agregaron las enzimas ARNasas: 40 yl de ARNasa T1 (solucion
madre con una concentracion de 1000 U/mL), 60 pl de ARNasa A
(solucibn madre con una concentracion de 10 mg/mL) y se agitd
suavemente por inversion. Las ARNasas estaban disueltas en solucion
amortiguadora C (Tris.HCI 10 mM, EDTA-Na; 1 mM, desferroxamina 2.5
mM a pH=7.4). Se incub6 durante 1 h a 37° C a bafio Maria.

Se le agregaron 100 pl de proteinasa K en agua (concentracion 20
mg/mL, se prepara en el momento). Se incubd una h a 37° C.

Se centrifug6 a 5000 g por 15 min a 4° C.
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e Se agregaron 2.4 ml de solucién de Nal (Nal 7.6 mM, Tris-HCI 40 mM,
EDTA-Na; 20 mM, desferroxamina 0.3 mM, pH=8) y 4 ml de isopropanol
al 100 %. Se agitd por inversidén y se metidé al congelador hasta el dia
siguiente.

e Las muestras se centrifugaron a 9000 g por 15 min a 4° C. Se descarto
el sobrenadante.

e Se agrego 1 ml de isopropanol al 60 %. Se volvio a centrifugar a 9000 g
por 10 min a 4° C.

e Se descarto el sobrenadante y se agregé 1 ml de etanol al 70 %. Se
centrifugd nuevamente a 9000 g por 10 min a 4° C.

e Se desechd el sobrenadante y el botdn se resuspendié en 100 pl de
desferroxamina 0.1 mM, debe quedar con una consistencia viscosa.

e Seguardd a-70° C.

5.3. Cuantificacion de ADN

Para cuantificar la cantidad de ADN en las muestras finales, se tomaron 10 pl
de muestra deseada en 990 yl de agua. La muestra se leyd a una longitud de
onda de 260 nm y 280 nm en un espectrofotdmetro y se cuantificé la cantidad

de ADN presente por medio de la siguiente relacion:

Valor de absorbancia a 260 nm x dilucion x 50 = Cantidad de ADN obtenida

en pg/mi.
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Se determind el cociente 260/280 para ver la pureza del ADN tomando como

valor aceptable > 1.75

Se corrieron las muestras de ADN en un gel de agarosa 0.8 % en una solucién

TBE 0.5X, para asegurar su integridad.

5.4. Métodos de medicion de modificaciones epigenéticas

Las metilaciones de las citosinas del ADN pueden ser cuantificadas mediante el
uso de técnicas moleculares como la técnica de bisulfito de Na*, en las cuales
se inducen polimorfismos de nucledtidos sencillos a partir de nucleétidos no
metilados en islas especificas y permite la conservacion de las citosinas no
metiladas. Las islas de nucleétidos tratadas son reconocidas y amplificadas por
PCR especifico para metilaciones, donde las bases convertidas en uracilo a
partir de citosina son reconocidas como timinas, permitiendo la cuantificacion
apropiada de las bases metiladas conservadas (Yang et al., 2004; Sandoval-
Guerrero et al., 2005). Estos métodos han sido utilizados para estudiar
patologias relacionadas con el silenciamiento gendmico resultante de diversos
estimulos, como por ejemplo el estrés oxidativo, desordenes fisioldgicos o la

transcripcion de proteinas y enzimas.
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5.5. Andlisis de Metilacion especifica: Técnica COBRA

5.5.1. Tratamiento del ADN con bisulfito de sodio

El ADN previamente aislado se traté con la técnica de bisulfito de sodio para
convertir todas las citosinas no metiladas en timinas (Frommer et al., 1992).

Para ello se realizo lo siguiente:

1. Se diluyd ADN (hasta 2 ug) en 50 ul con H2O destilada.

2. Se agreg6 5.5 ul de NaOH 2M.

3. Después se incubd a 37°C durante 10 min (para crear una cadena

sencilla de ADN).

4. Se agreg6 30 ul de 10 mM hidroquinona en agua a cada tubo, preparada

en el momento.

5. Se adicionaron 520 ul de Bisulfito de Sodio 3M preparado en el

momento (agregando 1.88 g de bisulfito de sodio por cada 5 ml de H20,

y ajustar su pH a 5.0 con NaOH).

6. Hubo que asegurarse que los reactivos se mezclan bien con el ADN.

7. Se aplicé una capa de aceite mineral como medio de aislamiento de

ADN.

8. Se incub6 a 50°C durante 16 h (se evitaron incubaciones que
sobrepasen dicho tiempo de incubacion, debido a que las C metiladas

comenzaran a convertirse en T).

9. Se agreg6é 1 ml de solucion Wizard Cleanup (Promega A7280) a cada

tubo y se dispuso la mezcla en una minicolumna de preparacion.
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10. Se filtré al vacio y se removidé todo, incluido el aceite mineral

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

previamente incorporado.

Posteriormente se lavé con 2 ml de isopropanol al 80% en agua.

Se lavé la columna en un tubo de 1.5 ml.

Se agregaron 50 ul de agua caliente (60-70 °C).

Se centrifugd el tubo junto con su columna en la microcentrifuga durante

1 minuto, a temperatura ambiente y velocidad maxima.

Se adicionaron 5.5 ul de NaOH 3 M a cada tubo y se incubaron a

temperatura ambiente durante 5 min.

Se agregé 1 ul de glicogeno 1mM para que funcionara como un

acarreador (se utiliza el glicégeno, sin diluir).

Se agregd 33 ul de NH4Ac 10 M, y 3 volumenes de etanol.

Se precipitd el ADN a -20°C, toda la noche. Posteriormente, se realizé
una centrifugacion posteriormente durante 30 min a 13,000 g y se
realizé un lavado con etanol al 70%. Se volvié a centrifugar, se obtuvo el

botdn seco y se resuspendio en 20 ul de agua.

Se utilizé al ADN para el proceso de PCR (se mantuvo en ambiente frio

a -20°C).
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5.6. Diseno de oligos especificos y elecciéon de la enzima de restriccién
para la reaccion en cadena de la polimerasa especifica para
metilaciones.

Se disefiaron los oligos o cebadores especificos para el gen msh2
considerando la secuencia del ADN obtenida y tratada con bisulfito.
Posteriormente se realizé un PCR para amplificar dicha secuencia (Issa et

al., 2005).

o Se identificd la regién de interés con islas CpG. Se hizo el mapa de

restriccion de un area denominado mapa no transformado.

e Se copié la secuencia y se incorporé en un editor de texto (Microsoft

Word).

e Se convirtieron todos los grupos CG en XG. Después, se convirtieron
todas las C restantes en T y posteriormente todas las X de los grupos
XG en C. Una vez terminado este proceso, se hizo un mapa de

restriccion de esta secuencia transformada (mapa metilado).

e Se convirtieron todas las C en T y se realizé el mapa de esta secuencia

(mapa no metilado).

e Se encontraron los sitios para las enzimas de restriccion Unicas para el
mapa metilado, ya que son los mejores. Si no existian sitios disponibles
en este mapa, se tenian que encontrar aquellos que fuesen la segunda

mejor opcion.

e Se disefaron los cebadores para el proceso de PCR, buscando una

region de 200 pares de bases (pb), a la que pudiera unirse las enzimas y
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que estuvieran cerca del inicio de transcripcidn, incluyendo 20 bases
corriente arriba donde se encuentra el promotor. Se utilizé la secuencia
metilada convertida para el disefio del cebador. Hubo que evitar tener C
en los cebadores sentido y anti sentido (maximo 1 C en cada cebador y
en el extremo 5’). Al sintetizar los cebadores, se incorporaron ya sea C o
T en el cebador sentido y G o A en el cebador anti sentido en lugar de C

oG.

5.7. Diseino de oligos especificos para el promotor metilado de msh2. Para
poder disefiar los oligos requeridos en este proyecto, se analizé el locus del
gen msh2. Al ubicar la regién codificante con mayor cantidad de islas CpG en
la regidén cercana al promotor, se realizaron los mapas metilados y no metilados.

De esta forma se pudo realizar el disefio de los oligos.

position/search | chr17-87,579,885-67.632,038 (jump | clear] size 52,154 bp. [_configure |

lchm? (E4 ) 1703  SERESWIEES 170C EEENaEl . 1] m'm—..-é-l

chr17: | a7soeesa| S76000808] S7610808| &7620008| 57630000
Chromosome Bands Based On ISCH Lengths
179E4
GC Percent in S-Base Windows

GC Fercent

GenBank mRNA
1
=t

4
Consensus CDS
1 N

} —t
388 Bases are Light Green)

position/search  chri7:87.579.885-67.561.115 [jump [ clear | gz 1,231 bp, | configure |

|m”7{“‘* = e - et REE B & Tamafio genémico: 630
Islas CpG : 65

Porcentaje de CpG: 20.6%
Porcentaje de C o G: 63.2%

Tasa de lectura de islas CpG: 1.06

Chronosone Bands Based On [3CH Lengths
1ToE4 17654
7 GC_Percent in S-Base Windows
GC Fercent

Secuencia completa del gen: 87580885...87632038
Numero GenelD: 17685

Secuencia cercana al promotor con mayor porcentaje de islas CpG: 87520686-
87581315

Mapa metilado de la region analizada (5’ a 3’):
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ITTTGTGTTTTAGTGGTGTTGGTGTGGAGCGGTTCGGAAATGGCGGTGTA
GTTTAAGGAGACGTTGTAGTTGGAAGGCGCGGTCGAGGCGGGTTTCGTG
CGTTTTTTTGAGGGTATGTCGGAGAAGTCGAGTATTACGGTGCGTTTTTTC
GATCGCGGCGATTTTTATACGGCGTACGGAGAGGACGCGTTGTTGGCGGT
TCGCGAGGTGTTTAAGATTTAGGGCGTGATTAAGTATATGGGGTCGGTAG
Oligo Delantero:

5-TCTTAAACACCTCGCGAACC-3

Oligo Reverso:
5-TGGCGGTGTAGTTTAAGGAGA-3’

Tamano de la secuencia: 200 bp

Se amplificaron utilizando la temperatura correcta de alineacion de los
oligos con la secuencia del producto. Se utilizd una solucion
amortiguadora especial para PCR 10X ((NH4)2.SO4 166 mM, Tris 670

mM a pH 8.8, MgCl, 67 mM, R-mercaptoetanol 100mM).

Se preparo la Mezcla Maestra (5 pl de Sol. amortiguadora PCR 10x, 1 yl
de la mezcla con dNTP (nucleétidos de incorporacion) 25mM, 1 ul del
cebador u oligo sentido (300ng/pl), 1 ul del cebador u oligo anti sentido
(300ng/pl) y 15.8 ul de agua MiliQ ultrapura) para cada reaccién de PCR.
Por cada reaccion se utilizaron 25 ul como volumen final en un tubo para

PCR de 0.5 ml.

Se agregd 1 pl (2-5 ug) del molde de ADN modificado por el bisulfito en
cada tubo. Se tuvieron las reacciones para cada proceso metilado y no
metilado por cada muestra, asi como los controles positivos y negativos
de ADN.

Cada tubo se introdujo en un termociclador. Se Inicié el proceso de PCR

mediante una desnaturalizacién a 94°C. Se agrego la GoTaq polimerasa
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(1.25 unidades diluidas en 10 ul) después de la desnaturalizacion inicial.

Posteriormente, se iniciaron los 35 ciclos designados para la reaccion:

30 segundos a 94°C (desnaturalizacion)

30 segundos a 55°C (alineamiento).

30 segundos a 72°C (elongacion).

4 min a 72°C (final de la elongacion).

Posteriormente, se utilizd la enzima Mbol, con el propdsito de cortar en
una region especifica de la secuencia del producto del PCR obtenido. Se
tomaron 15 pl del producto de PCR y se le agregaron 12 ul de la enzima
Mbol (10 U/ul), 10 pl de la solucién amortiguadora NE (Acetato de
potasio a 50 mM, TRIS-acetato a 20 mM, acetato de magnesio a 10 mM,
DTT a 1 mM, pH= 7.9 a 25°C) y completar hasta tener un volumen de
100 pl con agua MiliQ ultrapura por cada muestra para digerir con la
enzima.

Cada muestra se dejé incubando en un bafio a 37°C durante 16 h para
que la enzima pudiera digerir las muestras utilizadas. Pasado este
tiempo, se agregaron 11 pl de NHsAc 3 M, 1 ul de glicogeno y 220 ul de
etanol absoluto (se agitd con vortex) y se dejé durante 45 min a

-70°C, o bien -20°C toda la noche para permitir que el producto

precipitara.

Después de este periodo de tiempo, se centrifugaron las muestras
precipitadas durante 30 min a 13,000 g. Se desechd el sobrenadante, se
secaron las muestras y se resuspendi6 el botén con 10 ul de agua MiliQ

ultrapura y 5 ul de solucion amortiguadora de cargado LB.
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e Las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida PAGE al 5%
durante 50 min a 85 V, con el fin de ver fragmentos del corte de

restriccion.

5.8. Diseno de oligos especificos para la técnica de RT-PCR para analizar
la expresion del gen msh2.
Para determinar si las metilaciones encontradas en el gen msh2 afectaron la
expresion del mismo, se utilizo la técnica de RT-PCR (del inglés Reaccion en
Cadena de la Polimerasa mediante una Transcripcion Reversa). Mediante la
técnica de RT-PCR, se logré obtener una cadena complementaria de ADN
(ADNCc) a partir de muestras de ARNm de tejidos de higado, ovario y mama, las
cuales fueron sometidas a la accién de una Enzima Transcriptasa Reversa
(Lowe, 2001). Para el PCR se utilizaron cebadores correspondientes al sitio de
inicio de transcripcion de msh2, asi como para el gen constitutivo y de
normalizacién gapdh.

e Se utilizd el programa Gene Sorter de la pagina USCS Genome

Bioinformatics (http://www.genome.ucsc.edu). Mediante este programa

se determind la secuencia de inicio de transcripcion para el gen msh2,
en base al analisis de la secuencia completa CDS del ARNm de la
especie Mus musculus. El gen de gapdh se utilizé como gen de
normalizacién en el experimento. Se busco de la misma forma que con
msh2.

o Posteriormente se realizé una busqueda de los cebadores que tuvieran
mejor interaccién con la secuencia correspondiente a msh2 y gapdh.

Estos cebadores se disefiaron con la ayuda del programa SciTools
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PrimerQuest de Integrated DNA Technologies

(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerguest). Aquellos

cebadores que tuvieran una Penalidad de Cebador con un valor menor a
1 fueron los elegidos, ya que se aseguré que no tendrian interacciones

inespecificas que alteraran el resultado.
Oligos utilizados para la reaccion de RT-PCR
MSH2 - Oligo Delantero:
5 - GATAGGAACAGGATAGAGGAGAGG - 3
MSH2 - Oligo Reverso:
5 - CTTCCTTCGTATTTCTCCAGAGCC - 3’
GAPDH - Oligo Delantero:
5 - AACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTC - 3
GAPDH - Oligo Reverso:
5 — TGGAAGAGTGGGAGTTGCTGTTGA - 3
Una vez elegidos estos cebadores, se extrajeron muestras de tejido de
higado, ovario y mama de ratones hembras multiparas de la cepa CD-1,
de 12 meses, de hembras nuliparas de 12 meses y hembras nuliparas
de 2 meses. De estos tejidos se aislaron los ARNm necesarios para la

reaccion de RT-PCR. Para poder realizar este estudio se considerd una

n=9.

5.9. Extraccion de ARNm de muestras de tejido (Chomczynski & Sacchi,

1987; Chomczynski, 1993).

Previamente se preard una solucion inhibidora de ARNasas “ZAP” (500 ml de a

1 mM de EDTA y 100 mM de NaOH, a partir de soluciones concentradas de

200 ml de 0.5 M de EDTA tetrasodico tetrahidratado y 200 ml de 1 M de NaOH).

Esta solucion se utilizé para limpiar la region y utensilios de trabajo, la cual
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aseguré que las moléculas de ARNm no fueran degradadas. Se prepard
también Agua DEPC al 0.1% (2 litros), EtOH al 75% con el agua DEPC al 0.1%
previamente hecha y Agua de sistema MiliQ al 0.1% con Agua DEPC. Estas
soluciones se esterilizaron antes de utilizarse.

Se colocd cada muestra de tejido (1-2 g) en un tubo de cultivo celular Falcon de
5 ml en tubo nuevo con 0.8-1 ml de TRIZOL (Invitrogen). Este reactivo se utilizd
para aislar y preservar el ARNm en los tejidos. Se homogeneiz6 (mediante
perlas o Politron) el tejido embebido con TRIZOL. Se dej6é incubar la muestra

por 5 min.

e Se agregaron 500-800 pl de cloroformo al 100% y se agitd
vigorosamente durante 15 segundos.

e Una vez agitada la muestra se vacio a un tubo nuevo y se dejo incubar
durante 3 min. Posteriormente se centrifugé a 12,000 g x 15 min.
(11,400 RPM) a -4° C.

e Se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se incorporaron 500 ul de
isopropanol al 100%. Se incubé a1 h a-20° C.

e Se centrifugd a 12,000 g a -4° C. x 10 min y se decanto el sobrenadante.

e Se agregd 1ml de etanol-DEPC al 75%. Se volé el pellet con un vortex y
se centrifugé nuevamente a 7500 g x 5 min a -4° C.

e Se removié todo rastro del etanol-DEPC al 75% secando con una pipeta
y se agregaron 20-100 pl de H20-DEPC + MiliQ.

e Las muestras de ARNm se guardaron a -70° C.
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Para poder determinar la integridad de las muestras obtenidas de ARNm, se
realizaron pruebas con un gel para electroforesis especial que requirid lo
siguiente: 35 ml de Agua DEPC 0.1%, 10 ml de formaldehido, 5 ml de MOPS
1X, 0.6 gramos de agarosa regular. Se utilizaron 250 ml de una solucion MOPS

1X que se us6 como liquido para la camara de electroforesis.

5.10. Condiciones para realizar RT-PCR
Para poder realizar la técnica de Retrotranscripcion a partir de 10 o 5 pl de la
muestra de ARNm se utilizé el Kit SuperScript First-Strand Sintesis System for
RT-PCR (Invitrogen). De este kit se utilizaron los siguientes reactivos:
e 2 ul de RANDOM HEXAMERES, 1 uyl de DNTPs a 25 mM y 2 pl de Agua
DEPC.
e Se Incubd a 65° C por 5 min. Posteriormente se incubd en hielo por 1
minuto.
e Se preparé6 una mezcla maestra o "Mix" para poder realizar la

retrotranscripcion para cada reacciones:

o 2 ul de solucion amortiguadora para RT 10X

O

2 pl de MgCl; 50 mM

O

2 pl de solucion DTT 0.1 M

o 1 ul de solucion inhibidora de ARNasas “RNAsaOUT”

e Se colocaron 7 pl del "Mix" a cada uno y se incub6 a 2 min a

temperatura ambiente. Pasado este periodo se agregé 1 ul de la enzima

retrotranscriptasa SuperScript Il (SSII) por muestra.
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e Se incubd a temperatura ambiente por 10 min, después de ese periodo
de tiempo se incubo6 a 42° C por 50 min y finalmente a 70° C por 15 min

para detener la reaccién.

Una vez obtenido el ADNc a partir de la reaccién anterior, se utilizaron las
muestras correspondientes para poder realizar la técnica de PCR. Se utilizaron
los cebadores especificos para msh2 y gapdh. Finalmente se hace una

reaccion de PCR normal partiendo de lo siguiente:

o Se amplificaron las muestras utilizando la temperatura correcta de
alineacion para los oligos (60 °C). Se utilizd la solucién
amortiguadora especial para PCR 10X (NH4)2.SO4 166 mM, Tris

670 mM a pH 8.8, MgCl, 67 mM, -mercaptoetanol 100mM).

e Se prepard la Mezcla Maestra para cada muestra (3 ul de Sol.
amortiguadora PCR 10x, 1 ul de la mezcla con dNTP 25 mM, 1 ul del
cebador u oligo sentido y 1 yl del cebador anti sentido para msh2 (300
ng/ul), asi como 1 ul del cebador u oligo sentido y 1 ul del cebador anti
sentido para gapdh). Por cada reaccion se utilizaron 30 yl como volumen
final en un tubo para PCR de 0.5 ml, completando el volumen final con

agua MiliQ ultrapura libre de ARNasas.

e Se agrego6 5 ul del molde de ADNc cada tubo incluyendo 0.3 pl de la
enzima polimerasa GoTag.

e Cada tubo se introdujo en el termociclador. Se Inicié el proceso de PCR
mediante una desnaturalizacion a 94°C. Se iniciaron los 35 ciclos

designados para la reaccién:
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e 30 segundos a 94°C (desnaturalizacién)

e 30 segundos a 60°C (alineamiento).

e 30 segundos a 72°C (elongacion).

e« 4 mina 72°C (final de la elongacion).

Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1.2 % en 250 ml de TBE
0.5X durante 1 h 20 min a 80 V, con el fin de ver los productos de la reaccién

de PCR.

5.11. Analisis Estadistico

Para el ensayo COBRA se realiz6 el analisis estadistico de los datos obtenidos
de los 30 animales por cada grupo, utilizando las pruebas estadisticas ANOVA-
Tukey con una p<0.05. Para los ensayos de expresion de msh2 se utilizaron
las muestras de 9 animales de cada grupo y se emplearon las mismas pruebas

estadisticas.

6. RESULTADOS

6.1. Observaciones de control de los grupos de estudio.

Durante 1 ano, se supervisaron a los 3 grupos de estudios, para determinar
que no tuvieran algun tipo de complicaciones u otro tipo de estrés que pudiera

alterar el estado de los organismos de estudio.
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Tipo de hembra Alopecia Tumores Mortalidad
Nuliparas de 2 0% 0% 0%
meses

Nuliparas de 12 0% 0% 3.3%
meses

Multiparas de 12 86.6 % 10% 6.6 %

meses

(n=30)

6.2. Extraccion y aislamiento de ADN por la técnica de ioduro de sodio.

Se obtuvieron concentraciones de ADN y pureza aceptables con el aislamiento

por la técnica de loduro de sodio, como se muestra en la Tabla 1. Asi mismo,

se verifico la integridad de los mismos en geles de agarosa al 0.8 % (Figura 1).

Los geles confirmaron que en efecto, se estaba obteniendo una gran

concentracién de cada tejido tratado con la técnica de ioduro de sodio.

Teiido (C.N.) 260 nm 280 nm 260/280 ADN (ua/ul)
Hiaado (H) 1.3794 0.882 1.564 4.4
Ovario (0) 0.8867 0.621 1.428 2.7
Mama (M) 0.4434 0.344 1.289 1.4
Tejido (N) 260 nm 280 nm 260/280 ADN (pg/ul)
Higado (H) 1.6801 0.987 1.7023 3.4
Ovario (O) 0.6994 0.465 1.5041 23
Mama (M) 0.2795 0.211 1.325 1.2
Teiido (M) 260 nm 280 nm 260/280 ADN (ua/ul)
Hiaado (H) 1.2794 0.6699 1.9096 5.3
Ovario (0) 0.5171 0.3166 1.6336 3.4
Mama (M) 0.1663 0.1173 1.4183 1.5
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Tabla 1. Concentraciones y pureza
obtenidas de muestras de ADN.

Fig. 1. (Derecha). Imagen demostrativa
de gel de agarosa al 0.8% para
determinar la integridad estructural de
las muestras de ADN. Carril 1:
Marcador de alto peso molecular;
Carril 2: ADN de higado; Carril 3: ADN
de ovarios; Carril 4: ADN de glandulas
mamarias.

6.3. Determinacién de la metilacion del gen msh2 por la técnica COBRA.

Para poder establecer las condiciones 6ptimas para la reaccion de PCR con los
oligos especificos, se hizo un gradiente de temperaturas para determinar que
temperatura de alineamiento era la dptima para la reacciéon. Se determiné que
la temperatura de 55 °C era la que daba mejores resultados, con un 1 pl del
ADN tratado con bisulfito de sodio. Estos resultados se observan en los geles

de agarosa al 1.2 % como el gel demostrativo de la Figura 2.
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MPM 50°C 52°C 53°C 54°C 55°C 566°C

Figura 2. Geles de agarosa al 1.2 % donde se observa el resultado de las reacciones de
PCR para msh2 en estado metilado, obtenidos a diferentes temperaturas de alineamiento
de los cebadores u oligos. Los productos obtenidos corresponden a bandas de 200 pares
de bases, (MPM: marcador de peso molecular).

6.4. Secuenciacion del producto del PCR.

Una vez obtenido el producto en base a los oligos o cebadores disefiados, se
secuencio el producto de PCR, para poder determinar si se habia obtenido la
secuencia de analisis deseada. Se purificd el producto mediante un estuche
comercial de purificacion de ADN Quiaquick (Quiagene), el cual fue utilizado
para una reaccion de PCR para secuenciacion con el oligo sentido y otra
reaccion para el oligo antisentido. La secuenciacion se hizo con el ABI Prism
BigDye Terminators Version 3.1 y con un secuenciador automatizado ABI3100
(Applied Biosystems, Foster City, CA USA) en base a la descripcion de
Villarreal-Molina et al., 2007.

El resultado obtenido indicé que, en efecto, se obtuvo un producto de PCR que

concordd con la secuencia de interés (Figura 3). El producto se obtuvo a partir
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de muestras de ADN de ratonas hembra nuliparas de 2 meses tratadas con la

enzima Sssl.

6.5. Secuencia determinada de gen msh2 (5’ a 3’):

TGGCGGTGTAGTTTAAGGAGACGTTGTAGTTGGAAGGCGCGGTCGAGGCGGGTT
TCGTGCGTTTTTTTGAGGGTATGTCGGAGAAGTCGAGTATTACGGTGCGTTTTTTC
GATCGCGGCGATTTTTATACGGCGTACGGAGAGGACGCGTTGTTGGCGGTTCGC

GAGGTGTTTAAGAT

700 710 720 730 740
T T T G GC G GT OTA NMGT TTA A ACG A CGC ANC GTT GTA NGT T G N A& AG G C

750 760 T a0
¢ 66T C N A G GCAG GGT T T C 6T GC GT T T T T TTGA NG GGTATT GTI

700 a00 a1 820
CTG & G HNas N GT C GA GOGT A T T A& N C GGT GC¢c GTTTTTT ©C ANT cCc G

o0 pu} 1o 120 1z
c ¢ occCc ¢ A T TT T TA T C G GcC GCTACG G ACGC ACGC G ACGCGCC GNT TGNT TG C

130 140 150

Figura 3. Imagenes obtenidas que indican que la secuencia escogida coincide con el producto de
PCR obtenido de las muestras de ADN tratadas con bisulfito de sodio.
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6.6. Digestion de productos de PCR mediante la endonucleasa de
restriccion Mbol. Los resultados utilizando la enzima de restriccion indicaron

que se dio una digestion en los productos de MSP.

El sitio de corte que reconocio la enzima es el siguiente:

5° GATC. 3
3...CTAG, ..5

El control positivo de las muestras tratadas con la enzima Sssl, sin embargo,
no presentaron una digestién del 100%. Los fragmentos digeridos equivalieron
a un 70% del producto total. Se realizaron condiciones de geles de
poliacrilamida PAGE al 5 % y las muestras metiladas por completo, asi como
las muestras experimentales y control presentaron fragmentos de corte (Figura
4). La conclusion a la que se llegd es que la enzima reconocié el sitio que debia
porque ese sitio de reconocimiento se encuentra en la secuencia del gen en
estado metilado. Si la secuencia no estuviera metilada, la enzima no
reconoceria un sitio de corte, como ocurrié en las muestras de los animales de
2 meses de edad. Se realizd la comparaciéon por analisis densitométrico,
comparando los fragmentos de digestién (porcentaje metilado) contra el
producto no digerido (porcentaje no metilado).

Los resultados indicaron lo siguiente: las muestras de control positivo de
higado de hembras nuliparas de 2 meses y tratado con la enzima Sssl dio una
digestién en promedio del 69.17%. Basandose en muestras de higado del
mismo grupo pero sin tratar con la enzima Sssl, sélo dio una digestién del

7.56%, por lo que a éste se le considerdé como el control negativo,
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Por otro lado, el resultado obtenido de la digestion en las muestras de hembras

multiparas de 12 meses fue el siguiente:

Higado Multiparas (% Metilado)
Ovario Multiparas (% Metilado)

Mama Multiparas (% Metilado)
n=30

El resultado obtenido de la digestidon en las muestras de hembras nuliparas de

12 meses y de las nuliparas de 2 meses, respectivamente, fue el siguiente:

(% Metilado)
(% Metilado)
Mama Nuliparas (% Metilado)

Higado Nuliparas 2m (% Metilado) 7.56 09
Ovario Nuliparas 2m (% Metilado) B.23 +08
Mama Nuliparas 2m (% Metilado) 787 +12

Al comparar los resultados del grupo de hembras multiparas de 12 meses con
las hembras nuliparas de 12 meses, se observé una diferencia del 19.24% de
porcentaje metilado en higado, 20.12% en ovarioy 18.67% en mama. Los
resultados, al analizarse mediante estadistica descriptiva, si presentaron una

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) (Figura 5).
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MPM M2m MN. MM C.P H2m H.N. HM. C.P.

Figura 4. Geles de PAGE al 5% donde se aprecian las muestras del PCR tratadas con
Mbol.

La imagen de arriba corresponde a las muestras de MSP de Ovario; (2m): Control
Negativo. (N): Muestras de ratonas nuliparas. (M): Muestras de ratonas multiparas.
(C.P.): Control Positivo.

La imagen de abajo corresponde a las muestras de Mama e Higado tratadas con
Mbol. (2m): Control Negativo. (M.N.): Mama de Nuliparas. (H.N.): Higado de Nuliparas.
(M.M): Mama de Multiparas. (H.M.): Higado de Multiparas. (C.P.): Control Positivo.

Los fragmentos de un peso menor a los 200 bp son consideradas como el porcentaje
metilado, ya que fue el producto digerido por la enzima Mbol mientras que el
fragmento de aprox. 200 bp se considera como el producto no metilado, debido a que
no fue digerido por la misma enzima.
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Figura 5. Resultados obtenidos del andlisis densitométrico de las muestras de PCR (digeridas por la
enzima Mbol) de higado, ovario y mama de las hembras multiparas de 12 meses, nuliparas de 12 meses y
nuliparas de 2 meses.

6.7. Expresion del gen msh2.

Para determinar si el silenciamiento del gen msh2 se correlaciona con una
disminucién en su expresion, se aislé el ARNm del gen y se realiz6 un RT-PCR.
Para poder establecer las condiciones 6ptimas para la reaccion con los oligos
especificos, se hizo un gradiente de temperaturas para determinar que
temperatura de alineamiento era la dptima para la reaccion. Se determiné que
la temperatura de 60 °C era la adecuada, con 5 ul de ADNc obtenido de la
reaccion de retrotranscripcion. Los resultados observados en los geles, donde
se trabajaron con muestras de ARNm de hembras multiparas de 12 meses,
nuliparas de 12 meses y nuliparas de 2 meses, indican que al utilizar dichas
condiciones, el PCR de estos genes dio resultados favorables para su analisis

(Figura 6).
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Figura 6. Geles demostrativos de agarosa al 1.2% donde se aprecian los productos del RT-PCR de msh2
(200 bp) y gapdh (450 bp), obtenidos a una temperatura de alineacion en el PCR de 60° C. La imagen de
arriba corresponde a las siguientes muestras: (H.M.): Higado de hembra multipara de 12 meses. (O.M.):
Ovario de hembra multipara de 12 meses. (M.M.) Mama de hembra multipara de 12 meses.

En la imagen de abajo se aprecian los productos de: (H.N.): Higado de hembra nulipara de 12 meses.
(O.N.): Ovario de hembra nulipara de 12 meses. (M.N.): Mama de hembra nulipara de 12 meses.

(H.2m.): Higado de hembra nulipara de 2 meses. (0.2m.): Ovario de hembra nulipara de 2 meses. (M.2m.):
Mama de hembra nulipara de 2 meses.

6.8. Analisis de los resultados densitométricos. Se realizé la comparacion
por analisis densitométrico, comparando los productos del RT-PCR de las
muestras de hembras multiparas de 12 meses, nuliparas de 12 meses vy el
control negativo de hembras nuliparas de 2 meses. Cada muestra se normalizd
con el producto de la co-amplificacién, siendo en este caso el gen de gapdh.

Los resultados de la ANOVA y Tukey-Kramer indicaron que existia una
diferencia significativa entre los grupos de ratonas hembra nuliparas de 2
meses con respecto a los otros 2 grupos de hembras multiparas de 12 meses y
nuliparas de 12 meses. Sin embargo, no se encontré6 una diferencia
significativa entre los productos obtenidos de las muestras de ratones hembra

multiparas y los productos de las nuliparas de 12 meses (p<0.05). Esto es un
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indicador que el aumento de la metilacién en el gen de msh2 de las hembras
multiparas, por si solo, no depende del efecto de la multiparidad, sino que es

un factor relacionado con la edad de los organismos. (Figura 7).

9 2 hult.
B Mul

4r 00 2m

3t

2_

1_

0

Mama Ovario Higado

Figura 7. Resultados obtenidos del andlisis densitométrico de las muestras de RT-PCR de
higado, ovario y mama de las hembras multiparas de 12 meses, nuliparas de 12 meses y
nuliparas de 2 meses.

7. DISCUSION

La hipdtesis original que se planted al inicio del proyecto fue si durante la
multiparidad, como modelo de envejecimiento prematuro, se podrian encontrar
cambios epigenéticos en la metilacion del gen de reparacién del ADN msh2.
Por lo que se compararon hembras multiparas con hembras nuliparas de la
misma edad.

Los resultados obtenidos muestran que en efecto, en las muestras de hembras
multiparas hubo un incremento en el patron de metilacién en un 19.24% en

higado, 20.12% en ovario y 18.67% en mama, con respecto a las hembras
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nuliparas de 12 meses. Si bien la digestion de las muestras de las hembras
multiparas de 12 meses fue del 60% y las nuliparas de 12 meses presentaron
una digestion del 40%, las hembras nuliparas de 2 meses presentaron una
digestion aproximada al 7.5%. Esto es un indicativo que en las hembras de 12
meses, se ve una tendencia hacia una mayor metilacion del promotor del gen
en comparacion con las ratonas hembras de 2 meses. Es decir, se ve una
correlacion de la edad con el aumento de la metilacion, aun cuando en las
multiparas de 12 meses se observé una diferencia del 20%, que puede verse
relacionada con el desgaste por multiparidad. De acuerdo con estos hallazgos,
se espero que este marcador de silenciamiento epigenético fuera por si solo, lo

necesario para alterar los niveles de expresion del mismo gen.

Sin embargo, al momento de realizar la técnica de RT-PCR vy revisar la
expresion del gen a nivel de ARNm se comprobdé mediante estadistica
paramétrica que el nivel de expresién encontrado en las muestras de hembras
multiparas de 12 meses y las nuliparas de 12 meses fue significativamente
diferente con respecto al grupo de control negativo de hembras de 2 meses, sin
embargo no era significativamente diferente entre estos dos grupos. Esto hace
suponer que aunque existe una relacion entre la metilacion y la edad de los
animales, asi como el factor de multipariedad (que agrega un 20 % de
metilacion), deben existir otros factores que generan el fenotipo asociado a
envejecimiento prematuro observado en las hembras multiparas de 12 meses.
El aumento en la metilacion de las islas CpG es, a pesar de estos resultados,

un marcador interesante que estaria sefialando de forma indirecta un fendémeno
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anormal en las células de las hembras multiparas y que culminaria con el

desarrollo de un estado de envejecimiento prematuro en las mismas.

Una posibilidad que explicaria defectos en la reparacién de errores por mal
apareamiento, implicaria una mutacién en la secuencia de proteinas de la
familia MSH. Se ha visto que una sustitucion de fenilananina por alanina, en la
region N-terminal de la proteina MSH6, siendo mas especifico en el motivo
GXFY(X)sDA, induce una falla en la capacidad de dicha proteina para unirse
con MSH2 y poder formar el heterodimero que genera la senalizacion de
reparacion de ADN en la especie Thermus aquaticus (Dufner et al., 2000). En
este estudio también se encontré que, aunque MSH2 presentd mutaciones en
esta misma region, su actividad no se vio afectada, relegando Ila
responsabilidad de la union a la regién alterada en MSHG6.

Esto podria explicar porque, a pesar de estarse expresando MSH2 de igual
manera en las células de hembras multiparas del proyecto, hay un fenotipo
evidente de envejecimiento en las mismas. Es posible que ciertas proteinas
tales como MSHG6, pudieran estar quedando “inutilizadas”, ya sea por el efecto
de alteraciones en la secuencia original de ADN o en la proteina misma como
parte de un proceso post-traduccional alterado. Si los malos apareamientos o
las deleciones de bases, generados por diversos tipos de estrés fisioldgico,
rebasan la capacidad de reparacion por la maquinaria MMR, esto llevaria a un
circulo vicioso, donde las secuencias de los propios genes tales como MSH6
pudieran experimentar mutaciones y no cumplir con su funciéon dentro de la

célula.
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Otra razén por la cual podria estarse afectando al balance fisioldgico de las
hembras multiparas es una falla en la maquinaria de reparaciéon MMR, pero a
nivel de la proteina p53. Se ha visto que al darse un dafo al ADN en células
humanas, el heterodimero hMutSa formado por hMSH2 y hMSHG6 inicia la
sefializacion, activando a cinasas especificas para que fosforilen a las Serinas
15y 392 de la proteina p53, activandola y de esta forma iniciar la reparacion de
apareamientos de bases incorrectos. La respuesta de p53, la cual se cree que
depende del tipo de estimulo de activacion que percibe, es causada en parte
por modificaciones post-traduccionales de la proteina en sitios distintivos. Esto
significa que la eficiencia de la proteina puede verse modificada como
consecuencia de mutaciones en su secuencia original genética o por estimulos
nocivos que estén generando ya sea un dafio directo al ADN o fomenten
mutilaciones anormales en genes encargados de reparacion como ocurre con

la familia MSH (Duckett et al., 1999).

8. CONCLUSION

Los resultados obtenidos para este proyecto pudieron determinar que se
observé un aumento de aproximadamente 20% en la metilacién de las islas
CpG del promotor del gen de msh2 en las hembras multiparas de 12 meses en
comparacion con las hembras nuliparas de 12 meses. Sin embargo, se
observd que: la expresion del gen no se vio afectada significativamente,
aunque si presento una leve tendencia diferencial y que dicha expresién vario
en base a la variable de la edad, mas que solamente en cuestiones

relacionadas con la multiparidad.
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9. PERSPECTIVAS

Como perspectivas se podria analizar los niveles de la proteina presente en las
células de los organismos mediante la técnica de Western Blot. Dado que los
niveles de la proteina deberian corroborar los datos obtenidos de la técnica de
RT-PCR, observar variaciones en los niveles de MSH2 podria ser un factor que
indicaria alguna posible modificacion post-traduccional que inhiba su efecto de
sefializador de reparacion en el ADN.

Otra forma de determinar si la proteina tiene alguna variacién en su estructura
terciaria, seria realizar una técnica de inmunoprecipitacion. Mediante esta
técnica, se podria observar si se forma adecuadamente el heterodimero ya sea
con MSH6 y MSH3, dependiendo del tipo de error de mal apareamiento
presente en la secuencia de ADN.

Para poder determinar que tipo de dano se esta presentando en la secuencia
genética, se podria realizar un experimento utilizando muestras de ADN original
de los tejidos y someterlos a un analisis con Cromatografia liquida Alto
Rendimiento o HPLC (del Inglés High Performance Liquid Chromatography),
para poder determinar la formacion de aductos tales como 8-hidroxi-
desoxiguanosina, O6-metilguanosina, entre otros, originados por fallas en el
mecanismo de reparacién MMR.

Otra perspectiva a realizar es determinar el nivel de inestabilidad microsatelital
en las muestras de ADN de estos grupos de estudio. Dicha inestabilidad es un
marcador usado para ver el grado de dano en el ADN de las células,
principalmente por la falla de mecanismos de reparacion de ADN, tal es el caso

del sistema MMR. Dicho sistema pudiera estar verse afectado por el
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silenciamiento generado por hipermetilacion en genes como el de msh2,

afectando los niveles de inestabilidad microsatelital.
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