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RESUMEN

RESUMEN

La epigenética es el area de estudio enfocada a los fendmenos transcripcionales que
dependen de la estructura de la cromatina, en donde la conformacion compacta impide la
transcripcion, mientras que la conformacién relajada permite la actividad genica. La
estructura de la cromatina depende de varios factores, entre los que se encuentran, las
modificaciones covalentes en histonas y en el ADN. La metilacion del ADN es el evento
epigenético mejor caracterizado que contribuye a la compactacion de la cromatina, y puede
ser determinado de manera global o especifica. EI grado de metilacion global del ADN,
calculado como el porcentaje molar de citosinas metiladas con respecto a las citosinas
totales, es reconocido como un bioindicador de eventos epigenéticos a gran escala, para
evaluar la respuesta de los organismos a diferentes condiciones fisiologicas. La metilacién
del ADN es un proceso reversible, a pesar de que los mecanismos de desmetilacion no han
sido claramente elucidados se ha planteado que la 5-hidroximetil-2’-desoxicitosina
(5hmdC) puede estar involucrada en los procesos de desmetilacion del ADN. Esta
modificacion también puede ser evaluada de manera global y especifica, por lo que es
necesaria la implementacion de procedimientos analiticos adecuados para la determinacion
global de 5-metil-2’-desoxicitidina (5mdC) y 5hmdC de manera simultanea. En este trabajo
se implementd un método de determinacion simultdnea del grado de metilacion e
hidroximetilacion global en ADN mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas con monitoreo de reacciones multiples (UPLC-TOFMRM). Se
utilizé la ionizacién por electronebulizacion (ESI) en modo positivo y para evaluar la sefial
analitica se monitorearon los iones y las transiciones de m/z 483 —126 y 515 —142, lo que
permitié obtener limites de deteccion de 20/pL y 50 fmol/uL, para 5mdC y 5hmdC,
respectivamente.

La implementacion del procedimiento UPLC-TOFMRM permitié evaluar la influencia del
bérax (un compuesto a base de boro, con probados efectos antioxidantes,
anticarcinogénicos y protectores contra metales y metaloides toxicos en mamiferos) sobre
el grado de metilacion global de ADN en ratones de la cepa Balb/c. La determinacion del
porcentaje de metilacion global en ADN en Sistema Nervioso Central (SNC), corazén,
higado y pancreas indico una tendencia de disminucion de este bioindicador en todos los
tejidos del grupo de ratones expuestos a 1 mg de boro al dia y un efecto significativo en
tejido pancreatico.
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

El estudio de la transmision de la informacién contenida en el ADN y la modulacién de la
expresion génica ha implicado asumir la complejidad del genoma. La genética se ocupa de
forma general al estudio de los genes y de los diversos mecanismos que regulan la
transmision de los caracteres hereditarios, buscando los genes que dan origen a los diversos
fenotipos. La gendmica, es el area que aborda la comprension de la secuencia de bases en el
ADN de los organismos a nivel molecular.

Las alteraciones genéticas pueden explicar algunas de las causas en diversas enfermedades,
donde la susceptibilidad se atribuye a mutaciones en uno o mas genes. Sin embargo, la
secuencia del gen de un estirpe celular puede ser la misma, pero no determinar el destino de
ésta en el desarrollo celular, es por ello, que el origen de algunas enfermedades es aun
desconocido, haciendo necesario el estudio de las interacciones entre los genes y sus
productos, que dan lugar al fenotipo. Es en este nivel donde el papel de los mecanismos
epigenéticos han tomado relevancia. La epigenética estudia los cambios en la cromatina,
provocados diversas modificaciones de naturaleza covalente y reversible, en el ADN que
dan lugar a la diversidad celular, o en las histonas por medio de la regulacién dindmica de
la expresion génica.
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INTRODUCCION

I.1. Epigenética

Los marcadores epigenéticos son en la actualidad importantes para la regulacion de la
expresion génica en varios tejidos del organismo. La epigenética estudia los cambios de la
actividad y expresion de los genes ocasionados por modificaciones en la estructura de la
cromatina, sin alteraciones en la secuencia nucleotidica [1].

La informacién epigenética regula la disposicion nucleosémica alrededor del ADN, por lo
tanto, la conformacion relajada de la cromatina permite la actividad transcripcional,
mientras que la configuracion condensada conduce al fenémeno de represion génica [2]. La
epigenética es considerada una huella génica, con frecuencia, las caracteristicas
individuales son consideradas “marcas” ya que estan relacionadas a lugares gendémicos
especificos, que a través de muchos ciclos de division celular se propagan, pero, tienen la
capacidad de poder ser borradas con la diferenciacion celular o bajo diversas exposiciones
medioambientales [3].

Existen diversos eventos epigenéticos que actdan en conjunto y que ocasionan cambios en
la estructura de la cromatina, tales como modificaciones covalentes en el ADN e histonas,
remodelacion del nucleosoma y la accion de pequefios ARNs no codificantes (Figura 1)
[1,4].
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INTRODUCCION

Actualmente, el estudio de los cambios estructurales en la cromatina permite comprender la
actividad génica de los organismos ante diversas condiciones medioambientales y
situaciones fisiologicas, como la predisposicion de los individuos a defectos congenitos, o
patologias como cancer, desérdenes neurodegenerativos e inmunes [5].

Acetilacion
Metilacion

Fosforilacion

/ Modificaciones histonicas
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Figura 1. Modificaciones covalentes en ADN e histonas. Tomada y modificada de [6]
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1.1.1. Modificaciones covalentes en histonas

El nucleosoma es la unidad basica dindmica de la cromatina, el cual contiene dos copias de
histonas principales: H2A, H2B, H3 y H4 que forman un octamero, rodeado por 147 pares
de bases de ADN (Figura 2) [7].

ADN Nucleosoma Cromatina compacta

Figura 2. Arquitectura de la cromatina. a) Estructura de un mononucleosoma. EI ADN (gris) se
envuelve alrededor de dos copias de H2A (naranja), H2B (rojo), H3 (azul) y H4 (verde). b)
Representacion de superficie electrostadtica de un octdmero de histonas. Las regiones altamente
cationicas (azules) guian la trayectoria del envoltorio de ADN. ¢) Representacion esquematica de la
arquitectura del genoma. Tomada y modificada de [8]
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La acetilacién y la metilacion en histonas, son las modificaciones epigenéticas mejor
estudiadas del proceso transcripcional y en los procesos de oncogénesis, son eventos cuyos
efectos se relacionan y repercuten uno sobre otro, ya que, generalmente, la hipermetilacion
en islas de citosinas y guaninas (CpG) da lugar a la desacetilacion de histonas cercanas [9].

La acetilacion puede evaluarse de manera global y en secuencias especificas. La evaluacion
global nos permite comprender la actividad transcripcional de manera general o a gran
escala, mientras que, el analisis en promotores especificos, nos proporciona conocimientos
sobre los mecanismos de control de la actividad de expresion de genes de interés.

La acetilacion tiene el efecto contrario a la metilacion del ADN, ya que contribuye a la
actividad transcripcional, al provocar la relajacion de la cromatina. Ademas, es una
modificacion reversible en residuos especificos en las histonas controlada por dos familias
de enzimas: las histonas acetiltransferasas (HATSs) como activadores y las histonas
desacetilasas (HDACs) como represores [10]. Las HATs utilizan acetil-CoA como
cofactor y por ello catalizan la transferencia de un grupo acetilo al grupo €-amino de las
cadenas laterales de lisina, con ello la carga positiva de la lisina se neutraliza y esto tiene
el potencial de debilitar las interacciones entre las histonas y el ADN, lo cual, da lugar a
la relajacion de la cromatina, permitiendo el reclutamiento de la maquinaria de
transcripcion [11].

Las histonas desacetilasas utilizan como cofactor la nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD") y en contraste con las HATS restauran la carga positiva de lisina, lo cual, da lugar a
la compactacion de la cromatina y con ello a la represion transcripcional [12].

El arreglo de histonas y el ADN se basa por lo general en las contribuciones electrostaticas
y el enlace de hidrégeno, en lugar de superficies hidréfobas complementarias de las
interacciones proteina-proteina [1].

La fosforilacion al igual que la acetilacién es un proceso sumamente dindmico, ambas
modificaciones reducen la carga positiva neta de las histonas y, por lo tanto, debilitan las
interacciones electrostaticas con el ADN negativamente cargado [8]. Esta modificacion
origina una carga negativa al transferir un grupo fosfato de ATP al grupo hidroxilo del
residuo de la cadena lateral de aminoacidos, generalmente en residuos de serinas, treoninas
y tirosinas, habitualmente, pero no exclusivamente, en las colas de las histonas N-
terminales [12]. Por lo tanto, la acetilacion esta regulada por cinasas que agregan grupos
fosfatos y por fosfatasas que los eliminan [13].
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La metilacion de histonas es otro evento que modula la estabilidad del nucleosoma, es una
modificacion que ocurre principalmente en las cadenas laterales de residuos de lisinas y
argininas, que en comparacion con la acetilacion y la fosforilacion, no afecta la carga
positiva de las histonas. Los residuos de lisinas pueden ser mono, di o tri-metilados,
mientras que los residuos de argininas solo pueden ser mono y di-metilados [14, 15]. Esta
modificacion es llevada a cabo por enzimas metiltransferasas dependientes de
S-adenosilmetionina (SAM), molécula usada como cofactor donador del grupo metilo. La
lisina histona metiltransferasa (HKMT) cataliza la transferencia de un grupo metilo de
S-adenosilmetionina (SAM) a un grupo e-amino de lisina.

La arginina histona metiltransferasa cataliza la transferencia de un grupo metilo de SAM al
grupo m-guanidino de arginina [12]. Por otra parte las desmetilasas se encargan de la
eliminacion de grupos metilo, utilizando Fe (II) o flavin adenin dinucleétido (FAD) y
a-cetoglutarato como cofactores [16].

La ubiquitinacién en comparacion con la acetilacion, la metilacion y la fosforilacion
implica una modificacion covalente grande, es decir, no se da en ciertos residuos, se lleva a
cabo en un conjunto de ellos. Esta modificacion consiste en la adicion a las lisinas de las
histonas de un polipéptido llamado ubiquitina, formado por 76 amino&cidos, cuya reaccion
es catalizada por tres enzimas, las cuales actian de manera secuencial: El-activado,
E2-conjugante y E3-ligante [12, 15].
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1.1.2. Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es un marcador epigenético importante que se manifiesta en
diversos procesos celulares, y es ampliamente estudiado en procariotes y eucariotes. Es el
evento epigenético mejor caracterizado y contribuye potencialmente a la condensacién de
la cromatina, y por lo tanto a la represion transcripcional [17].

Esta modificacion covalente ocurre por la adicién de un grupo metilo (CH3) en la posicion
5 de la pirimidina en la 2’-desoxicitosina (dC) para formar 5-metil-2’-desoxicitosina
(5mdC) (Figura 3) [18]. Esta reaccion es catalizada por enzimas del grupo
ADN-metiltransferasas (DNMTs) donde la SAM participa como donador del grupo metilo
[19].

| T
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/\ —> 7\
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Figura 3. Metilacion de la citosina
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En mamiferos esta modificacién se restringe a regiones ricas en dinucledtidos CpG, a
excepcion de las células madre embrionarias, en las que la metilacion se da de una forma
Unica en regiones con bajo contenido de CpG, con un patrén caracteristico asociado a
promotores de genes de diferenciacion, que favorece el estado pluripotente [20].

Este evento epigenético puede evaluarse de manera global y de forma especifica en los
promotores de genes [21]. Asi, el analisis de metilacion del ADN en secuencias especificas
permite identificar a los genes que estan involucrados en los procesos fisioldgicos.

Por otro lado, el grado de metilacion global del ADN, calculado como el porcentaje molar
de citosinas metiladas con respecto a las citosinas totales, es reconocido como un
bioindicador de efectos epigenéticos a gran escala [21]. El analisis especifico proporciona
informacién valiosa, por ejemplo, en ciertas patologias oncogénicas se han encontrado
patrones erroneos de metilacion en el ADN, en donde los tejidos neoplasicos presentan
hipometilacion global de ADN e hipermetilacién en promotores de genes involucrados en
la supresion tumoral [22, 23].

1.1.3. Hidroximetilacion del ADN

La metilacion del ADN es un proceso reversible, pero, los mecanismos de desmetilacion no
han sido claramente elucidados y se ha planteado que la 5-hidroximetil-2’-desoxicitosina
(5hmdC) puede estar involucrada en los procesos activos de desmetilacion del ADN [24].

Para llevar a cabo la oxidacion de la 5mdC a 5hmdC se han identificado a las enzimas de la
familia TET (Ten Eleven Translocation, por sus siglas en inglés) que presentan las
caracteristicas de las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe (I1) [25]. Durante el
mecanismo de desmetilacion activa del ADN (Figura 4) la 5mC y la 5hmC son
desaminadas por la enzima enzima editora de la apolipoproteina B mediante ARNm
semejante al polipéptido catalitico (APOBEC), y convertidas en timina (T) y
5-hidroximetiluracilo (5hmuU), respectivamente.

Por otra parte, la 5hmC puede ser oxidada sucesivamente por las enzimas TET hasta formar
5-formilcitosina (5fC) y/o 5-carboxicitosina (5caC). Los apareamientos erroneos entre
guanina (G):Y (Y=T, 5hmU, 5fc, 5caC) son reconocidos por la timina ADN glicosilasa
(TDG). Finalmente, las bases que se aparearon de manera incorrecta (Y) son eliminadas y
sustituidas por C mediante el sistema de reparacion por escision de bases denominado BER.
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Figura 4. Mecanismo de desmetilacion activa del ADN. Tomada y modificada de [26]

Se han encontrado niveles significativos de 5hmdC principalmente en ADN de células
embrionarias, neuronas y cerebro, por lo que de la misma manera que la metilacion del
ADN, esta modificacion es reconocida como un biomarcador de eventos epigenéticos [23].

De la misma manera que la metilacion de ADN, la hidroximetilacion de su citosina puede
ser evaluada de manera global y en secuencias especificas. El tejido del SNC es el que
presenta mayor grado de hidroximetilacion global del ADN (0.6 %) y se ha reportado que
sus patrones se alteran durante el desarrollo neuronal y cerebral de mamiferos, asi como en
procesos neurodegenerativos [25, 27].
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Il. MARCO TEORICO

11.1. Procedimientos de analisis de metilacion e hidroximetilacion del ADN

Existen diversos métodos para la determinacion del grado de metilacion e
hidroximetilacion global del ADN, los cuales dependen del enfoque de estudio, como
bioindicadores a gran escala o en genes especificos. Generalmente se emplean técnicas de
biologia molecular para la determinacion de metilacion e hidroximetilacion especifica y
procedimientos analiticos para la determinacion global de estos bioindicadores en el ADN
[28, 29].

Para la determinacidn de estos bioindicadores a gran escala, habitualmente, se opta por los
procedimientos analiticos basados en técnicas de cromatografia de liquidos debido a su
sensibilidad, reproducibilidad, confiabilidad y caracter cuantitativo [25]. Por otro lado, para
la deteccion simultdnea de estos biomarcadores, que se encuentran en concentraciones
relativamente bajas (del orden de ng/mL), se utilizan procedimientos instrumentales que
involucran detectores de espectrometria de masas debido a su alta sensibilidad [30, 31].

A continuacion se describen las diversas técnicas que se emplean para el estudio de la

metilacién e hidroximetilacion en ADN de manera global y en secuencias especificas por
procedimientos de biologia molecular y analiticos.
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11.1.1 Determinacion del grado de metilacion del ADN mediante procedimientos de
biologia molecular

11.1.1.1. Metilacién global en ADN

Existen diversas técnicas para determinar los patrones de metilacion del ADN global, los
cuales involucran generalmente el pretratamiento de la muestra para su posterior analisis
[32]. La combinacién de diferentes tipos de pretratamiento ha resultado en una gran
cantidad de técnicas para determinar patrones y perfiles de metilacion del ADN [33, 34].

Los primeros procedimientos para la determinacién de la metilacion global a gran escala
involucraron la exploracion gendmica por sitios de restriccion [35, 36], la cual consiste en
el empleo de electroforesis bidimensional de ADN en gel utilizando enzimas de restriccion
sensibles a sitios de metilacion, tales como Notl o Ascl para obtener perfiles de metilacion
de miles de regiones al mismo tiempo. A pesar de la cobertura gendémica que se logra
(alrededor del 10 % de las islas CpG) y la poca sensibilidad (requiere aproximadamente el
30 % de metilacion para ser detectable), el perfil de diversas muestras puede ser comparado
para hallar las diferencias en la metilacion global del ADN.

Se han descrito diversos procedimientos basados en microarreglos de ADN que se
encuentran en un soporte de vidrio, el cual debido a su pequefio tamafio no admite el uso de
sondas radiactivas, por lo que se utilizan sondas fluorescentes [37-41]. Una matriz de ADN
consiste en la distribucion ordenada de moléculas de ADN de secuencia conocida
(denominadas sondas) sobre un soporte solido. Estas sondas se hibridan con una solucion
de ADN desconocidos (dianas) que han sido marcados previamente. Después de la
hibridacion y diversos lavados, los productos hibridos retenidos en la matriz emiten una
sefial que puede ser interpretada por algun instrumento adaptado a la sefial. Las dianas son
generalmente moléculas de ADNc obtenidas por transcripcion inversa a partir de ARNm
[42]. Pueden emplearse muestras de menos de 200 mm de diametro por cm? de soporte
matricial.

Asimismo, se han empleado técnicas de microarreglos con pretratamiento del ADN con

bisulfito [43] seguido de su amplificacion por PCR, utilizando iniciadores que no contenian
las islas dCpdG, para que las regiones metiladas y no metiladas se amplificaran por igual.
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Otras técnicas, incluyen la inmunoprecipitacion de ADN metilado (MeDIP) [44-46] ya que
el porcentaje de metilacion global en ADN también puede ser cuantificado por anticuerpos
metilcitosina especificos. Una gran ventaja de este enfoque es que puede llevarse a cabo en
una base de celda por celda en lugar de en una poblacion heterogénea. Esta técnica in situ
basada en la hibridacion para su estudio deber ser previamente validada con un control para
la accesibilidad del anticuerpo al ADN [47].

Los enfoques de deteccidn de inmunoensayos clasicos implican cuantificar la retencion de
ADN radiomarcado por anticuerpos policlonales en filtros de nitrocelulosa,
inmunoprecipitacion, filtracion en gel, y visualizacion bajo microscopio electrénico
[48, 49].

La metilacion de citosinas puede detectarse en cromosomas en metafase y en la cromatina
utilizando anticuerpos monoclonales combinados con tincion de fluorescencia. La
incorporacion de 5-bromodeoxiuridina en DNA con desnaturalizacion térmica [50] puede
aumentar la eficacia del enlace de los anticuerpos anti-metilcitosina en los cromosomas en
metafase. La hibridacion in situ con deteccion mediante fluorescencia hace posible la
distincion de diferentes sitios metilcitosina. Los métodos que incluyen inmunoprecipitacion
requieren grandes cantidades de ADN gendmico [45] (generalmente mayor a 10 pg total) y
del anticuerpo; por lo que para solucionar esta desventaja se ha empleado la técnica
derivada de MeDIP denominada PCR mediado por ligacién (LM-PCR), utilizando
extremos romos en la ligacién del adaptador [51].

Recientemente, en estudios de diversos tipos de cancer se ha utilizado el analisis de

recuperacion de islas CpG metiladas (MIRA) [52, 53], que se basa en la purificacion de
ADN metilado con columnas comerciales, de proteinas de unién a zonas CpG metiladas.
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11.1.1.2. Metilacién del ADN en secuencias especificas

Para realizar el estudio de la metilacion del ADN en secuencias especificas, es decir sobre
algun gen o genes candidatos, las técnicas por lo general requieren de un tratamiento del
ADN antes de la amplificacion o hibridacion; donde el analisis puede ser cuantitativo o
cualitativo. El analisis cuantitativo alelo-especifico implica normalmente clonacion y
secuenciacion por bisulfito de sodio mientras que la determinacion no alelo-especifico
involucra el uso de secuenciacion directa por bisulfito de sodio, el uso de PCR y
pirosecuenciacion.

Dentro de las técnicas empleadas, la digestion con endonucleasas es una herramienta
sumamente utilizada en biologia molecular para el anélisis de patrones de metilacion del
ADN en secuencias especificas [32, 54]. Esta técnica se basa en el uso de enzimas de
restriccion sensibles a la metilacion, las cuales reconocen secuencias del ADN, en regiones
de citosinas que pueden estar o no metiladas, cortandolas de forma especifica, con lo que de
acuerdo al analisis de los patrones de corte se puede inferir una lectura de metilacién de
ADN. Diferencias en la metilacion se detectan como cambios en el patron de fragmentos de
restriccion generados por la digestion sensible a la metilacion. Dentro de las enzimas mas
empleadas destacan la Hpall y Smal, ya que cuentan con isosquizémeros, es decir, enzimas
que reconocen el mismo sitio y cortan de la misma forma [55]. Los fragmentos de ADN se
separan empleando gel de electroforesis, los cuales posteriormente se analizan mediante
hibridacion denominada Southern Blot, con el uso de una sonda especifica para la
secuencia del gen de interés. Este método en la actualidad ain es aplicable para algunos
estudios locus especificos que necesitan informacion de la relacion de la metilacion del
ADN en multiples kilobases, ya sea entre islas CpGs o entre una region CpG y un
polimorfismo genético.

El uso de enzimas de restriccién hizo posible identificar diferencias en la metilacion
basadas en los patrones de los fragmentos obtenidos por digestion al ser separados por
electroforesis en geles de dos dimensiones. La exploracion del genoma de referencia por
restriccion ha sido ampliamente usada para identificar locis impresos y sitios que estan
metilados de manera especifica, para el cancer o para diversos tejidos. En la actualidad el
uso de la PCR ha permitido evaluar la metilacion de regiones especificas y ha facilitado su
anélisis.

Otro procedimiento para determinar la metilacion en secuencias de ADN consiste en la
amplificacion de los dinucledtidos dCpdG metilados 0 MS-AP-PCR (Methylation-Sensitive
Arbitrarily Primed Polimerase Chain Reaction) [56, 57] por sus siglas en inglés, el cual se
basa en la digestion de ADN con la enzima Smal (dCpdCpdCpdGpdGpdG), que corta los
sitios no metilados dejando extremos romos; seguido de la restriccién con la enzima Xmal,
que corta los sitios metilados dejando extremos cohesivos los cuales son ligados a un
adaptador especifico. Asi, el fragmento puede ser secuenciado con oligonucledtidos que se
alinean con la secuencia Xmal del adaptador.
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Otra metodologia, consiste en la amplificacion de sitios intermetilados, denominado AIM
(Amplification of Inter-methylated Sites) [57] por sus siglas en inglés, derivado de MS-AP-
PCR, que se lleva a cabo en las secuencias ligadas utilizando oligonucledtidos que se
extienden en la direccion 3°, donde los patrones diferenciales de productos de PCR cebados
arbitrariamente son generados con enzimas de restriccion sensibles o restringidas a la
metilacion del ADN gendmico.

Por otra parte el descubrimiento de la reaccion de conversion del bisulfito de sodio permitio
revolucionar el estudio de la metilacion del ADN [57]. Mediante esta técnica se lleva a
cabo la desaminacion de las citosinas no metiladas transformandolas en uracilos, mientras
que las citosinas metiladas y el resto permanecen intactas. Esta reaccion sélo se lleva a cabo
en ADN de cadena sencilla por lo que el ADN necesita ser previamente desnaturalizado.
Las técnicas que emplean la conversion con bisulfito de sodio [58, 59] requieren el disefio
de cebadores especificos y la amplificacion del ADN mediante PCR (que introduce timina
en lugar de uracilo). Muchas variantes han sido desarrolladas, incluyendo la secuenciacion
directa de Sanger de productos de PCR y el uso de microarreglos.

Otras técnicas implementadas implican el uso de la metilacion especifica por reaccion en
cadena de la polimerasa, conocida como MSP (methylation-specific PCR) [60] por sus
siglas en inglés, el cual es uno de los métodos que se utilizan generalmente para identificar
cambios en la metilacion del ADN de regiones promotoras de genes de interés [61]. Esta
técnica implica la modificacion inicial del ADN por bisulfito de sodio, convirtiendo todas
las citosinas no metiladas en uracilo, y realizando posteriormente la amplificacién con
cebadores especificos para ADN metilado frente a ADN no metilado. Las citosinas no
metiladas se amplifican como timinas y las citosinas metiladas se amplifican como
citosinas. La MSP requiere solo pequefias cantidades de ADN, es sensible a los alelos
metilados al 0.1% de un locus de isla CpG dado, y puede realizarse en el ADN extraido de
muestras incluidas en parafina [62]. Puede evaluar rapidamente el estado de metilacion
generalmente de cualquier grupo de sitios CpG dentro de una isla CpG,
independientemente del uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion.

Otras estrategias, emplean la conversion con bisulfitos, tales como el uso del analisis
COBRA [58], el cual constituye un gran enfoque especifico en la deteccion de un objetivo
de restriccion de endonucleasa después del tratamiento con bisulfito de sodio. La gran
ventaja de este método es que proporciona datos semicuantitativos con respecto al estado
de la metilacién en regiones especificas en cualquier muestra de ADN.
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También, se han descrito muchas metodologias basadas en el uso de microarreglos. El
primer arreglo de hibridacion en matriz para el analisis de muestras de ADN tratadas con
bisulfito de sodio requirio la amplificacion de regiones individuales del genoma antes de la
hibridacion desarrollandose el método denominado Perfiles de Metilacion con Bisulfito
(BiMP) en el cual se detectan regiones densas de citosinas metiladas [32].

Actualmente, se emplea con mayor frecuencia la pirosecuenciacion [63], que se basa en la
conversion inducida por bisulfito de sodio y la amplificacion por PCR. Se secuencian
plantillas de ADN de cadena sencilla al realizar la sintesis de hebras complementarias.
Después de complementar cada una de las bases de la plantilla, se activa una cascada
enziméatica quimioluminiscente, produciendo una sefial luminosa detectable que
posteriormente se cuantifica. Primero se extrae el ADN de interés, se utiliza el bisulfito
para su tratamiento y se procesa por PCR. Al término de la amplificacion por PCR la
muestra se desnaturaliza y se hibrida con un cebador de secuencia de la ADN de cadena
sencilla, la hebra complementaria se sintetiza en presencia de adenosina-5’-fosfosulfato
(APS), luciferina y las enzimas ADN polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa. El
proceso de pirosecuenciacion inicia al afiadir uno de los cuatro deoxinucleétidos fosfato
(dNTPs). Si el dNTP es complementario a la primera base no apareada en la hebra de la
plantilla, la ADN polimerasa cataliza su incorporacion a la cadena de ADN vy libera fosfato
inorganico (PPi) en una cantidad proporcional a la de nucle6tidos agregados. Con APS
como sustrato, la ATP sulfurilasa convierte de manera cuantitativa el PPi recién liberado en
ATP. Esto permite la conversion de luciferina a oxiluciferina catalizada por la luciferasa,
generandose una sefial de luz visible proporcional a la cantidad de ATP producido. Este
método permite la cuantificacion precisa de varios sitios de metilacion CpG, en la misma
reaccion, generalmente de 25 a 30 pares de bases en cada reaccion [64].

Otras técnicas, incluyen el uso de la tecnologia de Illumina [41, 65], la cual ha sido
adaptada para la evaluacion de la metilacion del ADN en hasta 1530 sitios CpG diferentes,
en los cuales se utilizan cebadores especificos para secuencias metiladas y no metiladas.
Los cebadores para los dos estados diferentes de metilacion estan etiquetados con diferentes
colorantes fluorescentes y los productos se hibridan para formar matrices que contienen
generalmente 30 cuentas por sitio CpG.
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11.1.2. Determinacion del grado de metilacion mediante procedimientos analiticos

11.1.2.1. Metilacién global en ADN

Los procedimientos analiticos reportados, generalmente implican dos etapas: (1) el
pretratamiento de la muestra, que incluye la extraccion de ADN y su hidrdlisis o la
derivatizacion de estos productos, y (2) la separacion de los compuestos de interés mediante
electroforesis capilar (CE), cromatografia de liquidos (HPLC) o cromatografia de gases
(GC) (Tabla 1) [27, 66-69].

Tabla 1. Procedimientos analiticos utilizados en el analisis de metilacion global en ADN

Masa de Pretratamiento de las muestras Procedimiento Deteccidn Referencia
ADN de separacion
Huang, Yang
1ug Hidrdlisis &cida (nucleobases) CE uv etal., 2014
Chen, Shen et
2ng Hidrolisis enzimatica (nucledsidos) cHILIC ESI-gTOF al,. 2013
Zhang, Zhang
50 ng Hidrolisis enzimatica(nucledsidos) HILIC ESI-TQ etal., 2012
. Santoyo,
10 pg Hidrolisis enzimatica (nucledsidos) RPLC Arreglo de diodos Flores et al.,
(UV)
2011
T Le, Kim et al.
Eliminacion de ARN ' '
S0 ng Hidrolisis enzimatica (nucledsidos) RPLC ESI-TQ (MRM) 2011
10 Eliminacion de ARN RPLC Espectrofotometria Sgtn SPUZOK(?; '
HY Hidrdlisis enzimatica (nucledsidos) uv N
Eliminacion de ARN
Hidrélisis acida (nucleobases) Rossella,
2.5 ug Derivatizacion con MTBSTFA y GC EI-Q (SIM) Polledri et al.,
TBDMCS 2009
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La CE [69, 71] permite la separacion de diversos compuestos y ofrece alta resolucion, con
separaciones en tiempos cortos (15-20 minutos), sin embargo los tiempos de retencién de
los compuestos presentes en la matriz pueden sufrir alteraciones. En esta técnica el ADN es
hidrolizado a nucleotidos, nucledsidos o nucleobases, empleando como modo de deteccion
espectrofotometria UV 0 espectrometria de masas [72]. Ademés el uso de
BODIPY FL EDA como marcador en nucleétidos permitio la deteccion de la fluorescencia
por espectrofluorometria [73]. Los reportes indican que la cantidad de ADN necesario debe
se entre 0.5 a 10 pg.

Por otra parte, las técnicas de separacion que utilizan HPLC y GC son generalmente las de
eleccion, que aunque con respecto a CE, involucran mayor tiempo de separacion, tienen la
ventaja de ser excelentemente reproducibles.

Los procedimientos de GC [68] para determinar la metilacion global del ADN conllevan la
eliminacién de ARN como interferencia y la hidrolisis mediante el uso de acido formico
hasta la obtencién de nucleobases, que consecuentemente son derivatizadas para la
obtencion de productos volatiles de tipo alquil-silano. De acuerdo a los reportes descritos
de estos procedimientos, se utilizan alrededor de 2 pug de ADN y la separacion de las
nucleobases derivatizadas requiere de 20 a 30 minutos aproximadamente. La deteccion en
estos procedimientos se realiza normalmente por espectrometria de masas [74].

Las técnicas que emplean cromatografia de liquidos consisten en llevar a cabo la hidrolisis
enzimatica del ADN hasta obtener nucle6sidos y su posterior separacién mediante
cromatografia en fase inversa (RPLC) o de interaccion hidrofilica (HILIC) [70]. La
hidrolisis hasta nucledsidos permite una adecuada separacion en fase inversa al eliminar la
alta polaridad conferida por el grupo fosfato [25, 28].

Otros procedimientos utilizan métodos quimicos, que se basan generalmente en hidrolizar
el ADN (libre de ARN) con acido formico al 88 % (m/m) a temperaturas de 140 °C hasta
obtener nucleobases y su separacion por HILIC [31]. La deteccién por espectrometria de
masas o espectrofotometria UV se emplea para analizar los diferentes componentes del
ADN [78]. Para determinar el grado de metilacion global del ADN se requieren cantidades
entre 1 a 10 pg [75-77]. La deteccidn por espectrometria de masas ha sido extensamente
utilizada en el andlisis de metilacion de ADN debido a que ofrece una alta selectividad y
sensibilidad [28, 70, 76, 77]. Se han descrito diversos procedimientos basados en el uso de
cromatografia de liquidos de fase inversa acoplada a espectrometria de masas en modo
monitoreo de reacciones multiples, los cuales han permitido obtener patrones de metilacion
de ADN a partir de cantidades bajas de ADN que oscilan entre 0.1 pg [78-79].

Para continuar con el desarrollo de procedimientos analiticos adecuados para la
determinacion simultdnea de metilacion e hidroximetilacion global en ADN, el presente
trabajo se enfocd en la separacion adecuada de los productos de hidrdlisis y la deteccion de
los analitos por UPLC-TOFMRM.
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11.1.2.2. Metilacién de ADN en secuencias especificas

Los procedimientos analiticos desarrollados para la evaluacion de la metilacion en
promotores incluyen el tratamiento con bisulfito de sodio y la amplificacion de los
fragmentos de interés por PCR [80, 81].

Se obtienen diversos patrones de ruptura entre los sitios CpG metilados y los no metilados,
ya que los productos de PCR se transforman in vitro en un transcrito de cadena sencilla,
utilizando la polimerasa T7 y luego una endoribonucleasa, donde finalmente se realiza el
analisis por MALDI-TOF-MS, en donde se puede determinar la diferencia en masa
molecular de los productos de digestion. Es un método que ofrece la posibilidad de detectar
alredededor de hasta 600 y 800 pb de sitios de CpG en un amplicon simple. Generalmente
se utilizan desde 2 pg de ADN para su tratamiento con bisulfito de sodio. El tiempo de
andlisis se encuentra alredededor de 10 minutos.

11.1.3. Determinacién del grado de hidroximetilacion en ADN

La evaluacion de la hidroximetilacion del ADN, de manera similar que la metilacion del
ADN, generalmente se evalua a gran escala y en secuencias especificas (Tabla 2).

Las técnicas para el analisis global de este bioindicador implican dos etapas: (1)
pretratamiento de la muestra que incluye la extraccion de ADN vy su hidrolisis, o la
derivatizacion de estos productos, y (2) la separacion de los compuestos de interés
generalmente mediante cromatografia de liquidos con deteccion por espectrometria de
masas [44, 66, 67, 77, 82]. En la actualidad, los mecanismos de esta modificacion no han
sido descritos en su totalidad, por lo que el desarrollo de una metodologia adecuada
constituye un reto. Las técnicas para la determinacion de hidroximetilacion en secuencias
especificas generalmente emplean el andlisis mediante hMeDIP, ensayos de
inmunoabsorcion y el uso de PCR [83, 84].

Por otra parte se destaca la evaluacion de 5hmdC en relacion a la modulacion del

metabolismo de lineas celulares de cancer [85], y su efecto en la actividad de enzimas TET,
como un posible control para regular el crecimiento de células neoplésicas [44].
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Tabla 2. Procedimientos para la determinacion de hidroximetilacion global y especifica en ADN

Evaluacion de

Masa Pretratamiento Procedimiento Deteccién hidroximetilacion Referencia
de de las muestras de separacion en ADN
ADN
Hidrolisis Cromatografia de | ESPectrometria de Global Thienpont,
2 ug enzimatica liquidos en fase | Masas/masas (SMR) Steinbacher et al.,
(nuclebsidos) inversa 2016
Hidrolisis Global Chen, Shen et al,.
2ng enzimatica cHILIC ESI-qTOF 2013
(nuclebsidos)
Eliminacion de
ARN Cromatografia de Espectrometria de Global Le, Kimetal.,
5 Hidrolisis liquidos en fase masas/masas 2011
9 enzimatica inversa (MRM)
(nuclebsidos)
1ug Bisulfito de sodio hMeDIP Inmunofluorescencia Especifica Ficz, Branco et al.
2011
Eliminacion de Inmunoabsorcion . Rozman, Pohar
10 ug Anticuerpos Global Perme et al., 2017

ARN

enzimatica
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11.2. Efecto de compuestos de boro en mamiferos

El boro es un micronutriente con efectos bioldgicos interesantes (Tabla 3). Investigaciones
recientes demuestran que tiene una diversidad de funciones y es de vital importancia para el
metabolismo celular, siendo necesario para la salud de diversos organismos [86, 87].

Es un elemento esencial para el crecimiento y mantenimiento 6seo, participa en la
regulacién hormonal, principalmente de hormonas tales como estrogeno y testosterona [88],
y se han observado sus efectos benéficos sobre el sistema nervioso central, en la mejora de
procesos cognitivos y habilidad motora [89, 90, 91].

Algunos estudios demuestran que regula la sintesis de distintas biomoléculas
indispensables en los procesos celulares [92], tales como enzimas antioxidantes, entre las
que se encuentran peroxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa [93], que influyen en
la formacion y actividad de SAM [94] y nicotinamida adenina dinucleétido (NAD®)
[89, 95, 96, 97].

Otros estudios han demostrado que compuestos del boro reducen los niveles de
biomarcadores inflamatorios tales como la proteina C reactiva de alta sensibilidad y factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) [98]. Se destaca ampliamente su accidn preventiva y
terapéutica en distintos tipos de neoplasias, tales como céancer cervicouterino, cancer de
pulmon, y linfoma no Hodgkin [99], asi como, su capacidad en la inhibicion del
crecimiento de lineas celulares de cancer hepatico y cancer de mama [100, 101].

Por otra parte se ha estudiado su papel protector contra el estrés oxidativo por pesticidas y
frente a metales y metaloides toxicos (arsénico, mercurio, cadmio) que generalmente estan
involucrados en la carcinogénesis y que representan riesgos contra eventos epigenéticos
[102].

Poco se ha estudiado del boro en eventos epigenéticos, principalmente las dosis adecuadas
de sus compuestos, tales como el &cido borico y el tetraborato de sodio (bdrax), donde las
ingestas que muestran efectos benéficos son mayores a 3 mg [103]. Se desconoce de su
intervencion en dichos eventos, es por ello que en este trabajo, para comprender los
beneficios de los compuestos de boro, se explord el impacto de este elemento en el grado
de metilacion global en ADN en mamiferos.

En este trabajo estudiamos el efecto de la administracion del bérax, evaluando el porcentaje
de 5mdC producido en ratones de la cepa Balb/c.
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Tabla 3. Antecedentes de investigaciones del papel de compuestos de boro

Afio Antecedente Investigacion Referencia
La privacion del boro (acido bérico)
2009 Incidencia del papel del boro sobre en r_eIaC|on con Ia formac_lo_n y Nielsen 2009
L . actividad de SAM, espermidina e
la actividad metabdlica en ratas : L
incremento de homocisteina y
cisteina
Efectos comparativos de la L .,
. Accion del boro sobre la regulacién " .
suplementacion de boro sobre Ao Naghii, Mofid et
2011 : ; . hormonal, principalmente de
hormonas esteroides y citoquinas p al., 2011
- . hormonas estrogeno y testosterona
proinflamatorias
Mejoramiento de la composicion Contribucion del boro en el Hakki, Dundar et
2013 , . - p
6sea en conejos por efecto del boro mantenimiento 6seo al., 2013
Contribucion del boro en el
2014 Efectos del boro sobre la salud ma_ntenlmlento osgo,_smtgma Nielsen 2014
humana nervioso central, artitris, cancer,
regulacién hormonal.
Efecto protector del acido bdrico Proteccién del acido bérico ante T
L . Ustiindag, Behm
2014 ante genotoxicidad de células V79 metales pesados como Cd y Pb, etal 2014
por exposicion a metales relacionados con carcinogénesis B
2016 Induccién de apoptosis en células Inhibicion de células de cancer de Wei, Yuan et al.,

HepG2 por bérax

higado por exposicién a borax

2016
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I11. JUSTIFICACION

Existe una gran demanda de procedimientos analiticos adecuados para llevar a cabo el
andlisis simultdneo de metilacion e hidroximetilacién global del ADN para su uso en
laboratorios de investigacion, pero también en laboratorios de rutina, con fines de
diagndstico y prondstico de diferentes enfermedades en 6rganos como: SNC, corazon,
higado y pancreas, asi como para conocer la respuesta de los organismos a diversos factores
medioambientales. Para determinar estos bioindicadores se recurre a procedimientos de
cromatografia de liquidos acoplada espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)
debido a su sensibilidad, reproducibilidad y confiabilidad de los resultados; por lo que, en
este trabajo se implement6 un procedimiento que permita determinar de manera simultanea
el grado de metilacién e hidroximetilacion global en ADN mediante UPLC-TOFMRM.

Por otro lado, se sabe que el boro tiene un efecto benéfico en mamiferos y se ha demostrado
su capacidad protectora contra elementos toxicos que generalmente representan un riesgo
epigenético y que estan involucrados en la carcinogénesis. Poco se ha estudiado de este
micronutriente y se desconoce su intervencion en los eventos epigenéticos, es por ello que
en este trabajo, se explord el impacto del bdrax sobre los patrones de metilacion e
hidroximetilacion global del ADN en mamiferos, utilizando como modelo a ratones de la
cepa Balb/C debido a que, sus caracteristicas permiten reproducir y analizar procesos como
el cancer, enfermedades infecciosas o genéticas, destacando que los genes relacionados en
las enfermedades humanas estan presentes en el genoma de éstos.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Implementar un procedimiento analitico que permita la determinacion simultdnea de
metilacion e hidroximetilacion global en ADN mediante cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas para evaluar el efecto de compuestos de boro en los
eventos epigenéticos de mamiferos.

IV.2. Objetivos especificos

IV.2.1 Establecer las condiciones de separacion y deteccion de nucledsidos
provenientes de la hidrélisis enzimatica del ADN (principalmente, dC, 5mdC y
5hmdC) por LC-MS/MS.

IV.2.2. Determinar el grado de metilacion e hidroximetilacion global en ADN de
tejidos de mamiferos expuestos a boro y evaluar la posible participacion de este
elemento en eventos epigenéticos.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Equipo de Laboratorio

V.1.1. Instrumentacién analitica

Cromatdgrafo de liquidos (Acquity 1-Class, Waters) acoplado a un espectrémetro de
masas de alta resolucion equipado con filtro de masas de cuadrupolo, celda de
fragmentacion molecular por colisiones CID, sistema de movilidad i6nica y
analizador de masas de tiempo de vuelo (Synapt G2-Si, Waters).

Columna cromatografica UPLC Luna® Omega C18 1.6 pum (150 x 2.1 mm,
Phenomenex)

V.1.2. Equipo para para el procesamiento de muestras y/o preparacion de
reactivos

Vértex Thermo Fisher Scientific™

Centrifuga Metrix®

Balanza analitica Mettler Toledo

Incubadora Metrix®

Micropipetas de 20, 100 y 200 uL Mettler Toledo
Liofilizador Thermo Fisher Scientific™
Potencidometro Hanna® Instruments
Espectrofotdémetro UV Epoch BioTek®
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V.2. Reactivos y estandares

V.2.1. Reactivos para el tratamiento del modelo animal con boro

El tetraborato de sodio para el tratamiento del modelo animal fue obtenido de Sigma-
Aldrich, Merck KGa, Darmstadt, Alemania.

V.2.2. Reactivos para extraccion de &cidos nucleicos

El tris (hidroximetil) aminometano (Tris), el acido etilendiaminotetra-acético (EDTA), el
dodecil sulfato de sodio (SDS), la proteinasa K, el glicdgeno, el acetato de sodio fueron
obtenidos de Ambion® Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos. EI fenol/cloroformo/alcohol/isoamilico fue obtenido de Promega Corporation
Madison, Wisconsin, Estados Unidos. El etanol fue obtenido de Sigma-Aldrich, Merck
KGa, Darmstadt, Alemania.

V.2.3. Reactivos para hidrolisis de ADN hasta nucle6sidos

El &cido acético (HAC), la glicina, el cloruro de magnesio hexahidratado, el acetato de zinc
dihidratado, el cloruro de calcio, el hidroxido de sodio, la DNAsa I, el glicerol, la nucleasa
P1 y la fosfatasa alcalina fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, Merck KGa, San Luis,
Misuri, Estados Unidos.

V.2.4. Reactivos y estdndares para la determinacion de la metilacién e
hidroximetilacién global en ADN por UPLC-MS/MS

Los estandares de desoxirribonucle6sidos 2’-desoxicitidina (dO),
5-hidroximetil-2’-desoxicitidina (5hmdC), 5-metil-2’-desoxicitidina (5mdC),
2’-desoxiguanosina (dG), 2’-desoxiadenosina (dA) y timidina (T); y los solventes grado
UPLC metanol y formiato de amonio fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, Merck KGa, San
Luis, Misuri, Estados Unidos.
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V.3. Métodos
V.3.1. Modelo Animal

Se utilizaron 6 ratones adultos de 6 semanas de edad (de aproximadamente 25 a 30 g de
masa corporal) de la cepa Balb/c que fueron divididos aleatoriamente en dos grupos: uno
control y uno de exposicién a boro de acuerdo al protocolo descrito por Ince, S.,
Kucukkurt, 1., Cigerci, I. H., Fatih Fidan, A., y Eryavuz, A. (2010) [96].

Los ratones fueron criados en el bioterio del laboratorio de Investigacion de Biologia del
Desarrollo y Teratogénesis Celular Experimental, del Hospital Infantil de México Federico
Gobmez de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio.

A los animales se les proporciond alimento y agua ad libitum durante un periodo de 4
semanas.

V.3.2. Tratamientos

Los ratones fueron divididos aleatoriamente en dos grupos: uno control y uno de exposicion
a boro donde:

e El grupo control recibié alimento y agua ad libitum durante 4 semanas.
e EIl segundo grupo recibié diariamente 1 mg de boro por dia via oral, durante 4
semanas.

Después de 4 semanas de exposicion, los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical 24 h posterior a la Ultima exposicién a boro y se tomaron muestras de SNC,
corazon, higado y pancreas. Las muestras obtenidas fueron conservadas a -70 °C hasta la
extraccion de ADN.
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V.3.3. Extraccién de ADN

Para llevar a cabo la extraccion de acidos nucleicos se utilizé el protocolo de extraccion de
ADN con fenol/cloroformo/alcohol/isoamilico descrito por Vallejo, G. A., Guhl, F., Chiari,
E., y Macedo, A. M. (1999) [104]. Se homogenizaron 100 mg de tejido con 600 pL de
amortiguador de homogenizacion. Al homogenado se le agregaron 30 pL de proteinasa K
20 mg/mL, y se incub6é a 55 °C por 24 horas. Después, se adicionaron 700 pL de
fenol/cloroformo/alcohol/isoamilico y se agité en vortex por 20 segundos. Se centrifugd a
16000 g por 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se recuperd transfiriendolo
a un microtubo de 1.5 mL. El ADN se precipit6 con 1 pL de glicogeno 20 pg/uL, 20 pL de
acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 800 uL de etanol al 100%. Se incubd el microtubo a -20 °C
por 12 horas. Para la obtencién del boton de ADN, cada muestra se centrifugd a 16000 g
por 15 minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y el botén de ADN se lavo con 500 pL
de etanol al 75 %, la muestra se centrifugd a 16000 g por 10 minutos a 4 °C. El
procedimiento de lavado se repiti6 una vez mas. Después de centrifugar, se decantd
completamente el etanol y se dejo secar el botén de ADN al aire por 10 minutos.

Finalmente el ADN se resuspendio con 100 pL de agua libre de dnasas. La concentracion
del ADN fue determinada por espectrofotometria a una absorbancia de 260 nm. Para
evaluar la pureza se utiliza el cociente entre las absorbancias Azso nm/A20 nm- Se
consideraron como valores adecuados un cociente entre 1.8 y 2.5. EI ADN se conservo a -
20 °C hasta la hidrolisis enzimatica.
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V.3.4. Hidrélisis enzimatica de ADN

Para llevar a cabo la hidrolisis enzimética del ADN hasta obtener nucleésidos, se utilizo el
protocolo descrito por Rozhon, W., Baubec, T., Mayerhofer, J., Mittelsten Scheid, O., y
Jonak, C. (2008) [105] con ligeras modificaciones. Cada muestra (1 pg/pL) se resuspendio
en 35 pL de agua y a cada una de ellas se le agregdé 5 pL de amortiguador de hidrdlisis
(&cido acetico 200 mM, glicina 200 mM, cloruro de magnesio 50 mM, cloruro de zinc 5
mM, cloruro de calcio 2 mM pH 5.3). A la mezcla anterior se le adicion6 10 pL de nucleasa
Mix (1 U de nucleasa P1 y 20 U de DNAsa), se mezclo, se centrifugé a 20000 g por 10
segundos y se incub6 a 37 °C durante 14 horas. Posteriormente, se congelaron las muestras
a —20 °C. Mas tarde cada muestra fue alcalinizada adicionando 5 pL de hidréxido de sodio
100 mM y 10 pL de fosfatasa alcalina 0.2 U/pLL.

Finalmente, las muestras se incubaron a 37 °C y se conservaron a —20 °C hasta su analisis
por UPLC-TOFMRM-MS.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

V1.1. Estudio de las condiciones de separacion de dC, 5mdC y 5hmdC

Inicialmente se utilizaron los estandares de desoxirribonucledsidos 2’-desoxicitidina (dC),
5-hidroximetil-2’-desoxicitidina (5hmdC), 5-metil-2’-desoxicitidina (5mdC),
2’-desoxiguanosina (dG), 2’-desoxiadenosina (dA) y timidina (T) con la finalidad de
simular la composicion de muestras hidrolizadas reales para seleccionar las condiciones de
separacion adecuadas para estos nucledsidos y analizar por cromatografia de liquidos en
fase inversa acoplada a espectrometria de masas, monitoreando los iones propuestos por
Alcazar Magana, A., Wrobel, K., Corrales Escobosa, A. R., y Wrobel, K. (2016) [106].

Para este estudio, la temperatura del horno de columna se program6 a 40 °C y los
disolventes que se consideraron como fases moviles fueron acetonitrilo, agua, metanol; y se
utilizé formiato de amonio como amortiguador de pH. EIl uso de acetonitrilo en la fase
movil eluyo los analitos de forma més rapida y no permitié separar dC y 5hmdC (datos no
mostrados), por lo que el metanol se selecciond como modificador organico. Se evalud
efecto del pH en un intervalo 3.5 a 4.5 utilizando formiato de amonio 10 mM
(disminuyendo el pH con acido férmico), sobre la separacion de los analitos. En la
Figura 5 se muestran los perfiles cromatograficos obtenidos a diferentes pH, en los cuales
se observé que a pH 4 se obtiene una mejor separacion de los analitos de interés.
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Figura 5. Cromatogramas UPLC-MS correspondientes a 100 pmol de nucleésidos estandares dC,
5mdC y 5hmdC, dG, dA y T separados, utilizando formiato de amonio 100 mM a pH de:
a)4.5,b)4.0yc) 35

Los espectros de masas correspondientes a los nucleosidos de interés se muestran en las
Figuras 6, 7 y 8 para dC, 5hmdC y 5mdC; respectivamente. En cada figura se muestra el
patron de masas que corresponde al ion molecular protonado [M+H]", el ion molecular
fragmentado [M-desoxirribosa]” y el dimero idnico [2M+H]" para cada analito. Estos
espectros concuerdan con el reporte de Alcazar Magana, A., Wrobel, K., Corrales
Escobosa, A. R., y Wrobel, K. (2016) [106].

Como se puede apreciar en todas las figuras, el ion de mayor intensidad corresponde al
dimero iénico por lo que este fue utilizado para desarrollar los experimentos de MRM.
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Figura 6. Espectro de masas de dC, a) ion molecular protonado [M+H]", b) ion molecular
fragmentado [M-desxorribosa]” y ¢) dimero idnico [2M+H]"
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Figura 7. Espectro de masas de 5hmdC, a) ion molecular protonado [M+H]", b) ion molecular
fragmentado [M-desxorribosa]” y ¢) dimero i6nico [2M+H]*
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Figura 8. Espectro de masas de 5mdC, a) ion molecular protonado [M+H]*, b) ion molecular
fragmentado [M-desxorribosa]” y c) dimero i6nico [2M+H]"

Las condiciones cromatograficas establecidas para evaluar los pardmetros de deteccion
fueron las siguientes: la separacion se llevo a cabo a 40 °C, con un flujo de 100 pL/min,
utilizando la columna cromatografica UPLC Luna® Omega C18 100 A, 1.6 pm (150 x 2.1
mm, Phenomenex), empleando formiato de amonio 10 mM pH 4 (A) y metanol (B) como
fase movil, con el siguiente gradiente de elucion: 0a3 min5% B,3a7.5min20% By 7.5
a 10 min 5% B, en un tiempo de separacion de 15 minutos. Con estas condiciones de
separacion se obtuvieron los tiempos de retencion de 6.0 min, 6.3 min y 8.4 min para los
nucleosidos de interés dC, 5hmdC y 5mdC, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Cromatogramas UPLC-MS correspondientes a 1 pmol/uL de los nucleésidos de interés
inyectado al sistema y separados con las condiciones cromatograficas finales: a) dC, b) 5hmdC y c)
5mdC con los tiempos 6.0 min, 6.3 min y 8.4 min, respectivamente
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VI1.2. Seleccion de las condiciones de deteccion de dC, 5mdC y 5hmdC mediante
UPLC-TOFMRM

Para incrementar la relacion sefial analitica/ruido (sensibilidad) de cada uno de los
nucledsidos de interés, se decidio utilizar el Monitoreo de Reacciones Multiples (MRM).
Para esto se evaluo el efecto de las energias de colision de 12, 13, 14 y 15 eV sobre el ion
precursor (correspondiente al dimero i6nico [2M+H]+ de dC, 5hmdC y 5mdC) y se
monitorearon los iones producto. La mayor intesidad del ion producto se obtuvo a 13 eV
para los tres analitos de interés y en la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos para
5hmdC.

Para la produccién de iones, la energia minima que deben llevar correspondera con el
potencial de ionizacion de la molécula de interés, generalmente se emplean entre 7 'y 10 eV.
De acuerdo a otros trabajos, esta energia es ligeramente mayor, en comparacion la energia
de colision reportada por Guz, J., Gackowski, D., Foksinski, M., Rozalski, R., y Olinski, R.
(2014) [25], de 12 eV.

Otro parametro de operacion del espectrometro de masas que influye sobre la intensidad de
la sefial analitica es el voltaje de cono, debido a que contribuye al impacto de electrones y
con ello proporcionar una adecuada fragmentacion de las moléculas de interés [24, 70, 76].
Se exploraron los voltajes de 30, 40 y 50, siendo 40 el voltaje 6ptimo programado
(Figura 11). De acuerdo a Yang, I., Fortin, M. C., Richardson, J. R., y Buckley, B. (2011)
[108] este parametro es similar, comparado con el uso de un voltaje de cono de 39. Por otra
parte otros procedimientos involucran el uso de voltajes superiores como el descrito por
Wang, X., Suo, Y., Yin, R., Shen, H., y Wang, H. (2011) [79] utilizando 90.

Después de fragmentar los iones precursores se observo que los iones producto de mayor
intensidad correspondieron a los analitos con la perdida del aztcar [M-desoxirribosa]® por
lo que para evaluar la sefial ruido en modo MRM se monitorearon las transiciones
455->112, 515>142 y 483->126 para dC, 5ShmdC y 5mdC, respectivamente.
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Figura 10. Efecto de la energia de colision sobre la sefial analitica para ShmdC con energias de:
12 eV (21300), 13 eV (25300), 14 eV (24000) y 15 eV (22200)
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Figura 11. Efecto del voltaje de cono sobre la sefial analitica de 5hmdC con voltajes de:
30 V (20800), 40 V (23200) y 50 V (20600)
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En la Figura 12 se muestran los cromatogramas UPLC-TOFMRM obtenidos después de
establecer las condiciones de deteccion en las citidinas (1 pmol/uL inyectado en la
columna), en los cuales, no se observa el ruido de la linea base, ya que es muy bajo.
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Figura 12. Cromatograma UPLC-TOFMRM correspondientes a 1pmol (inyectado en el sistema) de
los nucle6sidos de interés con las condiciones de detecciéon optimizadas: a) dC, b) 5hmdC y
¢) 5mdC

Los parametros de operacion del espectrometro de masas para determinar dC, 5hmdC vy
5mdC fueron los siguientes: ESI en modo positivo con voltaje de capilar 4 kV, voltaje de
cono 40 V, temperatura de la fuente 120 °C; y monitoreo de los iones (MRM) empleado
para las transiciones 455->112, 515->142 y 483->126 para dC, 5hmdC y 5mdC,
respectivamente, utilizando una energia de colision de 13 eV.
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1.3. Procedimiento de calibracion de dC, 5hmdC y 5mdC y evaluacion de sus
parametros

Para encontrar el limite de deteccion (LOD) experimental (concentracion minima del
analito detectable por el método) del procedimiento UPLC-TOFMRM, desarrollado en este
trabajo, se prepararon soluciones estandar conteniendo dC, 5hmdC y 5mdC en el intervalo
de concentracion de 0.1 pmol/uL (100 fmol//uL) a 1 pmol/uL (1000 fmol//uL)
(Figura 13).

El parametro LOD es de mayor interés para la 5hmdC y 5mdC debido a que se encuentra
en una relacion molar menor a 0.6 % y 10 % con respecto a la dC, respectivamente. Se
determind que los LOD para 5hmdC y 5mdC fueron de 50 fmol/uL y 20 fmol/ L,
respectivamente, mediante el método basado en el examen visual de la minima
concentracion detectable por el equipo.

Ademas, se calcularon los LOD tedricos [107] con los datos de las curvas de calibracion.
Para ello se utlizé la siguiente ecuacién matematica:

m

Donde:

s= Desviacion estandar de la muestra
m= pendiente de la recta

Asimismo, la desviacién estandar (pardmetro que da cuenta de la dispersion de los datos
obtenidos) se calculé mediante la siguiente formula:

<= / LG N )
n—-1
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Donde:

x;= Concentracion evaluada
%= Promedio de las concentraciones evaluadas
n= NuUmero de concentraciones evaluadas

Al realizar la sustitucion de los datos para a) 5ShmdC y b) 5mdC se obtuvieron los LOD
tedricos, pese a que generalmente la formula aplica para y= mx + b. La sustitucién de los
datos fue la siguiente:

a) 5hmdC

Sustituyendo en (2):

s—\/(150_225)2+(290_225)2+(250_225)2+(300_225)2
- 4-1

$=64.54

Y asi, sustituyendo en (1):

_ 3.3x64.54
"~ 4.9696¢0-0078

LOD LOD=42.52 fmol/uL
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Sustituyendo en (2):

S_\/(0.5—1.5)2+(1—1.5)2+(2.o—1.5)2+(2.5—1.5)2+(3.o—1.5)2
- 5-1

s=0.79

Y asi, sustituyendo en (1):

3.3%x0.79
LOD= 1039121674 LOD=0. 01631 pmol/uL=16.31 fmol/pL

Estos valores de LOD eran aproximadamente las expectativas de acuerdo con los reportes
de 0.5 fmol/ pL para sistemas de espectrometria de masas con triplecuadrupolo, descritos
en trabajos previos por Guz, J., Gackowski, D., Foksinski, M., Rozalski, R., y Olinski, R.
(2014) [25], Tang, Y., Xiong, J., Jiang, H., Zheng, S., Feng, Y., y Yuan, B. (2014) [77], y
Yang, I., Fortin, M. C., Richardson, J. R., y Buckley, B. (2011) [108]; los cuales tienen la
mayor sensibilidad y con la implementacion del método propuesto por Alcazar Magana, A.,
Wrobel, K., Corrales Escobosa, A. R., y Wrobel, K. (2016) [106], de 20 fmol/uL a 120

fmol/uL.

53|Pagina



RESULTADOS Y DISCUSIONES

v

Solucion Inicial (S.1) de Mix de
citosinas (10 M)

360 L de F.M
+
40uL deS.I
400 UL Mix 1
it R ) ) )
180uL FM+ || 160pLFM+ [ 140pLFM+ || 120 L FM+ || 200 uLFM+
20 UL Mix 1 40pL Mix1 || 60 pL Mix 1 80 uL Mix 1 || 100 pL Mix 1
1 pmol/uL 200uL Mix2 || 200 pL Mix3 || 200l Mix4 || 200 L Mix5 || 200 uL Mix 6
100 nM 200 M 300 M 400 M 500 M
100 fmol/uL || 200 fmol/uL | 500 fmol/uL 1000
H mol/u 300 fmol/uL | | 400 fmol/uL mol/u fmoliuL

Figura 13. Esquema de preparacion
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de las soluciones de calibracion empleadas y la
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Para determinar simultaneamente el grado de metilacion e hidroximetilacion global del
ADN en muestras de tejidos, se elaboraron curvas de calibracién en el intervalo de 10000 a
30000 fmol/puL (10 a 30 pmol/uL), 150 a 300 fmol/uL (0.15 a 0.3 pmol/uL),
500 a 2500 fmol/pL (0.5 a 2.5 pmol/uL) para dC, 5hmdC y 5mdC, respectivamente, con el
fin de establecer el limite de cuantificacion para 5hmdC y 5mdC, a partir de los LOD
experimentales hallados.

Al analizar las funciones de regresion obtenidas para cada curva de calibracion de los
nucledsidos dC, 5hmdC y 5mdC se obtuvieron tendencias no lineales: logaritmica,
exponencial y potencial, respectivamente (Figuras 14-16), infiriendo que la eficiencia de
ionizacion y sensibilidad es muy diferente en los tres analitos a pesar de la pequefa
diferencia estructural.

Para el proceso de calibracion de dC se obtuvo la funcidon de regresion logaritimica
S= 182678Ln(x) — 256188 (Figura 14) con un coeficiente de determinacién R*=0.9995.
Para 5hmdC se obtuvo la funcion de regresion exponencial $=4.969e*%"® (Figura 15) con
un coeficiente de determinacién R?= 0.9998 y para 5mdC la funcién de regresion potencial
fue de 10.391x*'%™* (Figura 16) con un coeficiente de determinacién R?=0.9999.
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Figura 14. Curva de calibracion (en base al area de pico) para dC. Se muestra la funcion de
regresion con tendencia logaritmica y el coeficiente de determinacion.

60

(6]
o
1

N
o
1

y = 4.9696€00078x
R2 =0.9998

Area de pico (kU)
S 8

[HEN
o
1

O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

5hmdC (fmol/uL)

Figura 15. Curva de calibracion (en base al area de pico) para 5hmdC. Se muestra la funcion de
regresion con tendencia exponencial y el coeficiente de determinacion.
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Figura 16. Curva de calibracion (en base al area de pico) para 5mdC. Se muestra la funcion de
regresion potencial y el coeficiente de determinacion.
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VI1.3. Determinacion del grado de metilacion e hidroximetilacién global en ADN
muestras bioldgicas por UPLC-TOFMRM

Las muestras de ADN hidrolizadas (aproximadamente 1 ug de ADN total en un volumen
final de 65 pL) fueron diluidas con 100 pL de una solucién 95:5 fase movil A:fase movil B.
1 pL de cada una de las muestras fue inyectado al sistema cromatografico utilizando las
condiciones UPLC-TOFMRM desarrolladas en este trabajo. Al introducir las muestras en el
sistema cromatografico no se pudo observar la 5hmdC por lo que se inyect6 mayor
volumen de muestra (el sistema UPLC permite hasta 10 pL).

Los volumenes de inyeccién de 5 uL permtieron observar a 5ShmdC en tejido de SNC (el
tejido con mayor proporciéon de 5hmdC), pero no permitié cuantificarla por estar cerca del
LOD, ademas, este volumen saturé la columna con dC, provocando la deformacion del pico
e impidiendo su cuantificacion. Por lo anterior, se procedio a determinar solamente el grado
de metilacion global en el ADN de las muestras.

Los datos de las cuantificaciones de 5mdC en tejidos, fueron expresados en funcion del
promedio de sus magnitudes con sus respectivas desviaciones estandar, y se reportan en la
Tabla 4. Como se puede apreciar en dicha tabla, los resultados muestran una tendencia en
la disminucion de la metilacion global del ADN en tejidos expuestos a bdrax. Para
establecer la existencia de una diferencia significativa entre los datos de cuantificacion de
5mdC de los tejidos de refencia y los expuestos a borax, se realiz6 un andlisis estadistico
utilizando un ANOVA de dos vias usando el programa Minitab 17. El analisis estadistico
de los resultados de los experimento se llevd a cabo con una confiabilidad del 95%,
considerando como factores la exposicion a borax y el tipo de 6rgano del que se extrajo la
muestra (SNC, corazén, higado y pancreas).

El analisis reveld que la disminucion del grado de metilacion global del ADN s6lo es
significativa (p < 0.05) en el tejido pancredtico expuesto a boérax y se indica en la
Figura 17 con un asterisco (*). Los resultados se presentan como el promedio de tres
réplicas, las barras de error representan la desviacion estandar del experimento. El
coeficiente de correlacién R? tuvo un porcentaje cercano al 100% (97.97 %), lo que indico
que el disefio del experimento explicé el mayor porcentaje de variabilidad. Posteriormente
se realizd un analisis post hoc Tukey con una confiabilidad del 95%, evaluando la medias
para cada muestra. Este analisis de comparaciones de medias determind que el efecto en la
variable de respuesta (porcentaje de metilacion global) es mayor en el pancreas a diferencia
del SNC, corazon e higado, de acuerdo a las familias que no son compartidas en los tejidos
con y sin exposicién a borax (datos no mostrados).
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En la Figura 18 se muestran los cromatogramas UPLC-TOFMRM representativos
obtenidos de tejido pancreatico de ratones expuestos 0 no al borax, y se puede observar la
sefial analitica nitida de dC y 5mdC sin interferencias y linea base base bien definida.

Estos resultados indican que el bérax tiene un efecto sobre el grado de metilacion global en
ADN vy puede estar implicado en eventos epigenéticos. Se necesitan establecer las
concentraciones Optimas de este compuesto, para potenciar su efecto sobre la metilacion
global del ADN e investigar su relacion con otras modificaciones a nivel epigenético y
asimismo, la regulacion de otras biomoléculas de interés como enzimas involucradas en el
metabolismo celular.

Se ha observado que otros compuestos como el acido folico, cofactor del desarrollo
embrionario [109], acidos grasos cis poli-insaturados (omegas), que son benéficos para la
salud [110, 111, 112] y farmacos utilizados en la terapia antineoplasica, tienden a disminuir
ligeramente el grado de metilacion global del ADN, por lo que el borax podria tener un
efecto benéfico similar, sobre la inhibicion de lineas celulares de cancer, como se ha
investigado en trabajos recientes con cancer hepatico [100, 101, 113]. Se destaca la
importancia de investigar el efecto de este compuesto sobre la inhibicion de otras lineas
celulares de céncer, por su posible accién preventiva y terapeltica sobre la proliferacion de
otros tipos de neoplasias.
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Tabla 4. Tabla del efecto del borax sobre el porcentaje de metilacion global en ADN

Control Bérax
Muestra
(% 5mdC £DE) (% 5mdC +DE)
Tejido de SNC 6.70+0.09 6.45+0.12
Corazén 4.78+0.10 457+0.41
Higado 7.46+0.16 6.60+0.35
Pancreas 9.88+0.51 8.53+0.39
12 -
*
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*
T
8 .
8 .
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2
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Figura 17. Relacién del porcentaje de metilacion en el ADN del grupo control y de exposicion a bérax en tejidos de
sistema nervioso central (SNC), corazén (C), higado (H) y pancreas (P). Los resultados se presentan como el
promedio de tres réplicas, las barras de error representan la desviacion estandar del experimento.

* Representa un valor estadisticamente significativo (p < 0.05).

60|Pagina



RESULTADOS Y DISCUSIONES
100 1 a) 1.47e6

dcC
=]
S
[%2]
S50
=
5mdC
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)
1001 47675 dC
o
S
€50 1
£
5mdC
2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Figura 18. Cromatogramas UPLC-TOFMRM representativos correspondientes tejido pancreético:
a) expuesto a bérax y b) de referencia (control)
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VII. CONCLUSIONES

Se desarrollé un procedimiento UPLC-TOFMRM para la determinacion de dC, 5hmdC y
5mdC. Las condiciones de separacion y deteccion permitieron lograr los LOD de
50fmol/pL y 20 fmol/pL para 5ShmdC y 5mdC, respectivamente. El procedimiento permitio
determinar el grado de metilacion global en ADN en tejidos de raton de la cepa Balb/c sin'y
con exposicion a borax via oral, pero no permitié determinar de manera simultanea 5mdC y
5hmdC debido a que no se alcanzd sufiencite sensibilidad sin saturar la columna
cromatogréfica.

La aplicacion del procedimiento UPLC-TOFMRM permitié encontrar una tendencia en la
disminucion del grado de metilacion global del ADN en todos los tejidos expuestos a bdrax
y una diferencia significativa en tejido pancreético. Por tanto, se consiguié comprobar el
impacto del bérax sobre los patrones de metilacion gobal del ADN.

Se reporta por primera vez que el borax tiene efectos epigenéticos, los cuales son
similares al de algunos farmacos con actividad antineoplasica, que contribuyen a la
inhibicion de la proliferacion de lineas celulares de cancer, y a algunas biomoléculas
benéficas que regulan el ciclo celular y el desarrollo embrionario, tales como el acido
félico, el complejo B y acidos grasos cis poli-insaturados (omegas), que participan en
el metabolismo celular.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Evaluar otras condiciones de tratamiento de muestra, separacion por UPLC y deteccidn por
espectrometria de masas (Q-TOF) para establecer un procedimiento que permita determinar
los analitos 5mdC y 5hmdC de manera simultanea en ADN de muestras bioldgicas y
establecer el efecto del borax sobre estos dos bioindicadores.

En base a los resultados obtenidos, especificamente en tejido pancréatico, se plantea la
necesidad de investigaciones a nivel epigenético sobre este importante 6rgano, que
relacionen el uso de compuestos de boro sobre la metilacion global del ADN, con el fin de
potenciar o regular la actividad transcripcional de biomoléculas de interés, ya que el
pancreas es uno de los 6rganos que regula la secrecion de diversas enzimas, debido a su
accion exdcrina, tales como enzimas digestivas y contribuye a la regulacién enddcrina de
hormonas como insulina y glucagoén.

Realizar estudios moleculares, metaboldmicos y protedmicos, para establecer los
mecanismos del efecto benéfico del borax en sistemas bioldgicos.

Explorar el efecto del bérax sobre el grado de metilacién global en ADN de lineas
celulares de cancer.
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