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1. Resumen

Las sirtuinas son desacetilasas que modifican a las histonas, alterando el
empaquetamiento del DNA y la transcripcion de diferentes genes. Sin embargo, se
ha visto que estas proteinas también juegan un papel importante en diversos
ciclos metabdlicos al alterar los patrones de transcripcion de genes involucrados
en estos procesos. Se han identificado siete sirtuinas diferentes en humano y
otros mamiferos. Las secuencias de los genes de las diferentes sirtuinas en
bovino se han predicho, sin embargo, no se conoce la expresion real de estos
genes en esta especie, por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar la
secuencia de DNA para estas proteinas y medir su expresion en higado, musculo
y tejido adiposo blanco.

En este trabajo se obtuvieron las secuencias de las siete sirtuinas de bovino (Nos.
de acceso GenBank GQ166647-GQ166653) con una identidad del 96 al 100% con
las secuencias predichas para esta especie. Asimismo, se midié la expresion de
Sirt1 y Sirt3 en higado, musculo esquelético y tejido adiposo blanco de bovinos
adultos y neonatos. Sirt3 mostré una mayor expresion en los tres tejidos de los
animales adultos (P<0.05), principalmente en higado; en contraste, Sirt1 present6
una mayor expresion Unicamente en musculo de neonato, comparado con el
adulto (P<0.0001). La expresion de las sirtuinas se ha estudiado poco en
diferentes especies y los resultados concuerdan con lo reportado para humanos
mas que para cerdos.

Palabras clave: Sirtuinas, bovinos, expresidn, higado, musculo, tejido adiposo.
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2. Abstract

Sirtuins are histone deacetylases that modify the DNA packaging structure and,
therefore, gene transcription. However, it has been seen that these proteins also
play an important role in diverse metabolic cycles by altering the transcription
pattern of genes involved in these mechanisms. There are seven sirtuins that have
been identified in humans and other mammals. The gene sequences for bovine
sirtuins have been predicted but the real expression pattern of these genes in this
species is not yet known. The goal of this project was to identify the DNA
sequences for these proteins and to measure their expression in liver, muscle and

white adipose tissue.

From this work, the sequences of the seven bovine sirtuins were obtained
(GenBank Accession Nos. GQ166647 to GQ166653) with an identity that ranges
from 96 to 100% of the predicted ones. Likewise, the expression patterns of Sirt1
and Sirt3 in liver, muscle and white adipose tissue were measured from adult and
newborn bovine tissues. Sirt3 presented the highest expression, mainly in liver, of
adult bovines (P<0.05), while Sirt1 has a higher expression in newborn muscle, as
compared to adult animals (P<0.0001). The expression patterns of sirtuins have
been poorly studied in the different species and the results obtained here are more
similar to what has been reported for humans than for pigs.

Keywords: Sirtuins, bovine, expression, liver, muscle, adipose tissue.
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3. Antecedentes

Investigaciones recientes sobre la regulacion génica han revelado que algunos
nutrientes pueden modular la expresién de los genes. Recientemente se ha
observado el efecto de la ingesta caldrica sobre las sirtuinas, que son enzimas
que provocan desacetilaciéon y/o ADP-ribosilacion, y que estan implicadas en la
expectativa de vida en gran variedad de organismos. Se ha visto que su funcion es
controlar la transcripcién de algunos genes, actuando como coactivadores (Shay y
Banz, 2005). En este sentido, observaciones a largo plazo han mostrado que la
restriccion caldrica esta asociada con la longevidad y existe la teoria de que el

metabolismo y la expectativa de vida comparten rutas celulares comunes.

La gluconeogénesis es la principal ruta metabdlica para obtener glucosa en los
rumiantes, ya que la absorcidn de glucidos a partir del intestino alcanza menos de
la mitad del requerimiento (Shimada, 2003), por lo que es fundamental definir en
estas especies si las rutas de activacion de genes son las mismas que en
especies monogastricas, para entender dicho proceso. Por otro lado, los animales
rumiantes tienen la capacidad de utilizar los acidos grasos volatiles (AGV’s) como
fuente de energia corporal. De hecho, en dichos animales, entre el 50 y 80% de la
glucosa disponible a nivel celular proviene del metabolismo de los AGV’s, en
contraste con un aporte menor al 10% en el caso de animales no rumiantes
(Shimada, 2003). Es por esto que en los rumiantes es importante relacionar la
gluconeogénesis hepatica con la actividad metabdlica del tejido adiposo, donde se
ha visto que fluye del 10 al 80% de la energia diaria, dependiendo del estado
productivo del animal, tipo de alimento y de los requerimientos de energia (Emery,
1979), resultando interesante estudiar dichas enzimas en rumiantes y su expresion
en diferentes tejidos para poder establecer la relacibn entre ambas vias
metabdlicas.
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4. Revision de Literatura

4.1. Ganaderia Bovina en México

La ganaderia tiene una gran relevancia en el contexto socioecondémico de México,
que en conjunto con el resto del sector primario, ha sido sustento para el
desarrollo de la industria pecuaria nacional.

De acuerdo a informacion del SIAP, se estima que de 2006 a 2008, el hato de
bovinos (carne y leche) en México incrementé en 300 mil cabezas, al pasar de
31.1 a 31.4 millones de unidades. Bajo esta dinamica, se estima que en 2009,
México contard con un hato ganadero de 31.3 millones de cabezas bovinas, de las
cuales 28.9 millones corresponden a carne y doble propésito y 2.3 millones a
leche. Se estima un incremento gradual del hato hacia el 2018 y que éste alcance
las 32.3 millones de cabezas (SAGARPA, 2009).

En el periodo de 1995 al 2005, se obtuvieron en promedio 1.4 millones de
toneladas de carne de bovino en canal. Para 2008 se obtuvieron 1.6 millones de
toneladas y se estima que para 2018 la produccién se incremente a 1.7 millones
de toneladas (SAGARPA, 2009).

La ganaderia bovina para carne en el pais es la actividad productiva mas
diseminada en el medio rural y se desarrolla en muy diversas condiciones agro-
ecoldgicas, influenciadas principalmente por los factores climaticos. Esta
variabilidad micro-climatica no permite que la ganaderia sea homogénea,
igualmente la tecnologia aplicada es muy variable, existiendo desde las
explotaciones tradicionales hasta las que utilizan tecnologia de vanguardia. En
términos generales, las condiciones bajo las que se desarrolla la ganaderia
mexicana son extensivas y aproximadamente el 65% de la produccion nacional de
carne de bovino se finaliza en pastoreo (Ruiz et al., 2004), y aunque existe la
finalizacion en corral de engorda, ésta se realiza de manera limitada por los altos

costos de alimentacion.
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Debido a la importancia de la produccidén de carne bovina en pastoreo en el pais,
es necesario optimizar dicha produccién. Entendiéndose con esto, que el mercado
reciba canales de buena calidad, que sean del agrado del consumidor final, y

provenientes de animales sanos.

4.2. Aparato Digestivo de los Rumiantes

Los rumiantes poseen un aparato digestivo que se caracteriza por diferencias
morfo-fisioldgicas con respecto a otras especies pecuarias.

En los primeros, las principales funciones de la boca son la prensién, la
masticacion, la insalivacion, la deglucién y la rumia. La prensién y la masticacion
consisten en llevar el alimento a la boca y reducir su tamafno mecanicamente. La
insalivacion sirve para facilitar la masticacion y deglucién, asi como para controlar
el pH debido a su capacidad amortiguadora. La deglucion es el paso del bolo
alimenticio desde la boca hasta el reticulo-rumen, a través del eséfago. La rumia
consiste en la regurgitacion y reinsalivacion de la ingesta, la remasticacion de la
porcion solida y la redeglucién de la parte liquida y del bolo remasticado (Shimada,
2003).

El estbmago de los rumiantes se caracteriza por tener varias divisiones, las cuales
son: 1) rumen, 2) reticulo, y 3) omaso, que son pre-estdbmagos, y 4) abomaso, el
cual es el estbmago verdadero.

El rumen y el reticulo se consideran, desde el punto de vista fisioldégico-digestivo,
como una sola cavidad debido a que estan separados Unicamente por el pliegue
reticulo-ruminal y a que la ingesta puede pasar de un lado al otro de forma libre.
Este érgano se caracteriza por ser una gran camara de fermentacién anaerobica,
la cual se lleva a cabo gracias a la presencia de una variada poblacion de
microorganismos, formada por bacterias, protozoos y hongos. En esta camara, el
alimento se separa en tres estratos: superior (particulas gruesas y alimento del
dia), medio (particulas de densidad y tamano intermedios) e inferior (liquidos,
particulas finas y alimento del dia anterior). La fermentacién bacteriana es un

proceso lento, por lo que las particulas de fibra permanecen en el rumen de 20 a
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48 horas. En este sitio se lleva a cabo la absorcion de acidos grasos volatiles
(AGV’s).

Las particulas mas pequenas de la digesta (< 1-2 mm), encontradas en la parte
inferior del reticulo-rumen, pasan hacia el omaso. En esta cavidad se lleva a cabo

la absorcion de agua y minerales hacia el torrente sanguineo.

El abomaso o estémago verdadero tiene funcién glandular similar al estbmago de
los animales no rumiantes. Aqui se secretan acido clorhidrico y pepsinégeno, con
lo que se inicia la degradacién de las proteinas alimenticias y microbianas. La
existencia de pliegues abomasales y la naturaleza semiliquida de la ingesta

favorecen el proceso hidrolitico, reduciendo el tiempo necesario para éste.

Al igual que en los animales no rumiantes, la ingesta pasa hacia el intestino
delgado, donde se lleva a cabo la digestion y absorcidén de nutrientes y microbios
ruminales. Este proceso se lleva a cabo de forma continua. El intestino grueso se
encarga de finalizar la fermentacion, produciendo y absorbiendo AGV’s, aunque

en menor proporcion que en el reticulo-rumen, ademas de absorber agua.

4.3. Digestion de Nutrientes en Rumiantes

Los forrajes que consumen los rumiantes se caracterizan por estar compuestos
por carbohidratos estructurales (celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina) y
carbohidratos de reserva (fructosanos y almidones) (Shimada, 2003).

Los microorganismos tienen la capacidad de producir las enzimas necesarias para
la degradacion de estos carbohidratos, siendo su principal materia prima para la

obtencién de energia y carbono.

El catabolismo de los polisacaridos implica su degradacién hasta oligosacéaridos
de cadena corta o monosacaridos, obteniéndose como principal producto a la
glucosa (Grudsky, 1983). La mayor parte de esta glucosa es utilizada por los
microorganismos ruminales, dejando pequefias cantidades disponibles como

fuente de energia para el animal rumiante.
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La glucosa que no utilizan los microbios es convertida en piruvato por medio de
glucdlisis y, posteriormente, transformada en AGV'’s, didxido de carbono y metano

(Figura 1).
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Figura 1. Vias del metabolismo de los carbohidratos en el rumen (Grudsky, 1983).

Los AGV’s son absorbidos a través de la pared ruminal (76%) a una velocidad
similar a su velocidad de produccion, siendo el butirato el que se absorbe a mayor
velocidad. Estos AGV’s representan el 80% de la energia fermentada en el rumen,
mientras que el resto de esta energia se pierde en forma de calor y metano
(Grudsky, 1983).

En el epitelio ruminal, antes de pasar a la circulacién portal, el 5% del acido
propionico se transforma en acido lactico y cerca del 50% del &cido butirico se
transforma en acido beta-hidroxibutirico (Shimada, 2003). El acido acético
proporciona el mayor porcentaje de la energia requerida por el rumiante,
constituyendo el 90% de la concentracion de AGV’s en la sangre periférica. El
propionato es transportado al higado, donde junto a los amino&cidos no esenciales,

constituye la principal fuente de glucosa, via gluconeogénesis. La pequena
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cantidad de butirato que pasa a sangre periférica es metabolizada en higado,
dando como producto Acetil-CoA, el cual regula la utilizacién de energia por el
rumiante, al ser un factor limitante de la oxidacién del propionato hacia Acetil-CoA
(Figura 2.).

Figura 2. Metabolismo de los Acidos Grasos Volatiles.

Ademas de los carbohidratos, los microorganismos hidrolizan las proteinas a
péptidos y aminodacidos libres, los cuales pueden utilizar para sintetizar sus
propias proteinas. Asimismo, los aminoacidos pueden ser transformados en AGV'’s,
diéxido de carbono y amoniaco. El amoniaco, a su vez, se utiliza para la sintesis
de componentes celulares y proteinas microbianos.

El nitrégeno proteico de la dieta es convertido, en su mayoria, en proteina
microbiana, la cual es digerida en el abomaso e intestino delgado. Esta proteina
es muy digestible para el animal y tiene un alto valor biol6gico. También puede ser
excretado como urea o proteina fecal no digerida.



IQ Yumi Elena Ghinis Hozumi

La urea, constituyente de la dieta o procedente del torrente sanguineo y de la
saliva, entra continuamente en el rumen y es una importante fuente de nitrégeno
para el crecimiento y la sintesis de las proteinas microbianas ruminales. En el

rumen es degradada a amoniaco y diéxido de carbono (Grudsky, 1983).

En el caso de los lipidos, la microbiota ruminal se encarga de hidrolizar a los
glicéridos y fosfolipidos para obtener &cidos grasos y glicerol. Los &cidos grasos
son utilizados por los microbios para la sintesis de sus lipidos estructurales o
abandonan el rumen y el glicerol es fermentado, formandose acido propidnico
(Shimada, 2003).

4.4. Sirtuinas

Las sirtuinas son las enzimas homologas de Sir2 en mamiferos; el cual es el
regulador de informacion silenciosa 2, caracterizado inicialmente en la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Las sirtuinas pertenecen a la familia de las
desacetilasas de histonas (proteinas que se unen al DNA para poder compactarse,

formando a los cromosomas).

En humanos y otros mamiferos se han caracterizado distintas desacetilasas de
histonas que han sido agrupadas en tres clases basandose en su homologia con
las desacetilasas de histonas de Saccharomyces cerevisiae: RPD3 (clase ),
HDA1 (clase Il) y el regulador de informacién silenciosa (Sir) 2 (clase Ill). A su vez,
la clase Ill se ha dividido en cinco subclases (I — IV y U). Las subclases | y IV se
dividen en tres y dos subgrupos, respectivamente. Las sirtuinas de la subclase U
se encuentran Unicamente en las bacterias Gram-positivas (Figura 3) (North y
Verdin, 2004).

Sir2 y los miembros de su familia estan altamente conservados en procariontes y
eucariontes. Esta familia se caracteriza por tener un dominio de aproximadamente
260 aminoacidos con un alto grado de similitud en la secuencia de todas las

sirtuinas.
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El genoma de S. cerevisiae codifica cinco sirtuinas, Sir2p y cuatro proteinas
adicionales llamadas “homologos de Sir2” (Hst1p — Hst4p). EI genoma humano
codifica siete sirtuinas, las cuales se encuentran clasificadas dentro de las
subclases | a IV (North y Verdin, 2004).
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Figura 3. Filogenia molecular de las sirtuinas (North y Verdin, 2004).

Inicialmente toda la investigacion se centrdé en su accidn sobre las histonas y, por
tanto, sobre la expresién génica. Sin embargo, hallazgos recientes han
generalizado el concepto de la acetilacion reversible a muchas proteinas no
histonas (Sterner y Berger, 2000). La acetilacion reversible de proteinas es una
modificacion post-transcripcional critica, involucrada en la regulacion de muchos
procesos biologicos (Schwer, 2002). Adicionalmente, algunas sirtuinas pueden

actuar como ADP-Ribosiltransferasas.
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La actividad de estas proteinas es dependiente de NAD" (nicotinamida adenin
dinucledtido, en su forma oxidada), una coenzima 6xido-reductora necesaria para

el transporte de electrones y, por tanto, para la obtencién de energia.

Las proteinas Sir2 producen efectos tales como alteracion de la estructura de la
cromatina, silenciamiento de genes, modulacién del ciclo celular, disminucién de la
recombinacion de rDNA y disminucién de la tasa de envejecimiento (Frye, 2000).
Ademas, se ha visto que estas proteinas juegan un papel importante en diversos
ciclos metabdlicos al alterar los patrones de transcripcion de genes involucrados
en estos procesos. Similar a la Sir2 de levadura, los genes de las sirtuinas de
mamifero pueden también mediar el efecto de la restricciébn calérica en el
metabolismo (Shi et al., 2005).

Cada sirtuina (de mamiferos) tiene una localizacién caracteristica dentro de la
célula. Asi, Sirt1 y Sirt6 se encuentran en el nucleo; Sirt2 se desplaza del
citoplasma al nucleo durante la divisiéon celular; Sirt3, Sirt4 y Sirt5 son sirtuinas

mitocondriales; Sirt7 se encuentra en el nucléolo (Saunders y Verdin, 2007).

Las proteinas blanco de las sirtuinas son, para Sirt1, principalmente factores de
transcripcidn relacionados con el metabolismo celular y con la respuesta al estrés
oxidativo, como FoxO1, PGC-1a, p53, AceCS1 (North y Sinclair, 2007; Saunders y
Verdin, 2007; Shoba et al, 2009). Sirt2 desacetila en el citoplasma a los
microtubulos para la formacién del huso mitético y en el nucleo a las histonas para
la formacién de los cromosomas mitoticos (Saunders y Verdin, 2007). Sirt3
desacetila a la Acetil-CoA Sintetasa 2 (AceCS2), mediante la cual se transforma
acetato en Acetil-CoA; a la isocitrato deshidrogenasa, catalizando Ila
transformacién de isocitrato en a-cetoglutarato; y a la glutamato deshidrogenasa
para activar la secrecion de insulina mediada por aminoacidos en higado (North y
Sinclair, 2007; Saunders y Verdin, 2007). Sirt4, la cual puede actuar como ADP-
Ribosiltransferasa, inhibe a la glutamato deshidrogenasa en las células [ del
pancreas (Argmann y Auwerx, 2006). Sirt5 actua sobre la carbamoil-fosfato-
sintetasa 1, regulando el ciclo de la urea (Nakagawa et al., 2009). Sirt6 desacetila

a la histona 3 y a la DNA Polimerasa B, jugando un papel importante en la
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reparacion del DNA por el método de escision de bases y promoviendo, por tanto,
la estabilidad genémica. Ademas, se ha observado que esta sirtuina puede actuar
sobre si misma como ADP-Ribosiltransferasa (Rodgers y Puigserver, 2006). La
ualtima sirtuina, Sirt7, tiene como principal blanco a la RNA Polimerasa |, activando
la transcripcion del DNA ribosomal (Saunders y Verdin, 2007). En el Cuadro 1 se
observan los genes hasta ahora conocidos.

Cuadro 1. La familia de las sirtuinas (Modificado de Frye 2000, Shi ef al. 2005, Rogers et al. 2005).

Gen Localizacion Dianas Actividad
_ subcelular
Sir2 Nucléolo Histona H3 Desacetilasa
(Levadura)
Cob2 Acetil-CoA sintetasa Desacetilasa
. Desacetilasa,
Archael Sir2 Alba ADP-ribosiltransferasa
dSir2 . Nucleo Histona H4 Desacetilasa
(Drosophila)
Sirt1 Nucleo H3, H4, pS3, TAFIES, Desacetilasa
PLM bodies PCAF/MyoD, AceCS1
. Nucleo - ;
Sirt2 Citoplasma Tubulina Desacetilasa
Sirt3 Mitocondrias AceCS2, GDH, ICDH Desacetilasa
Sirt4 Mitocondrias GDH ADP-Ribosiltransferasa
Sirt5 Mitocondrias CPSH1 Desacetilasa
Sirté Nucleo Sirt6, H3, DNA Pol B | ADP-Ribosiltransferasa
Sirt7 Nucléolo RNA Polimerasa Desacetilasa

Diversos estudios han mostrado que las sirtuinas tienen relevancia patofisiolégica
en las enfermedades neurodegenerativas, la diferenciacion muscular, la

inflamacion, la obesidad y el cancer.

Sirt1 tiene funciones fisiolégicas prominentes en el higado, musculo, pancreas,
testiculos, ovarios y tejidos adiposos, entre las que se cuentan la regulacion de la
proliferacion y supervivencia celular, asi como de la apoptosis. Ademas, reduce la
apoptosis inducida por estrés bajo condiciones de restriccidon calorica, prolongando

de esta forma la vida celular. Se ha observado que, bajo ciertas condiciones
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fisiolégicas y patoldgicas, Sirt1 se puede transportar del nucleo al citoplasma como
parte del mecanismo regulador de la muerte y diferenciacién celulares (Shoba et
al., 2009).

Sirt2 presenta actividad en cerebro, corazdn, testiculos y tejido muscular
esquelético. Es una proteina citoplasmica oligodendroglial y se localiza en la vaina
de mielina (Shoba et al., 2009)..

La funcion fisiologica de Sirt3 se presenta en las mitocondrias de corazén, cerebro,
testiculos, higado, rifiédn, muasculo y tejidos adiposos. Sirt3 incrementa la
respiracion mitocondrial al estimular al cAMP, favoreciendo la glucogendlisis.
Estudios realizados en humanos han mostrado que Sirt3 esta relacionada con la
longevidad (Shoba et al., 2009)..

Sirt4 se expresa en todos los tejidos, presentando los mayores niveles en corazoén,
cerebro, rindn, higado y pancreas. Fisiolégicamente actla como una proteina
intracelular reguladora del metabolismo en hepatocitos y células B del pancreas
(Shoba et al., 2009).

La actividad bioquimica y funciones celulares de Sirt5 no han sido estudiadas a
fondo. Sin embargo, Nakagawa et al. (2009) demostraron que esta proteina actua
especificamente sobre la carbamoil fosfato sintetasa 1 (CPS1), la principal enzima
que regula el ciclo de la urea, activandose bajo condiciones de ayuno o cuando
hay consumo prolongado de dietas altas en proteina. Esta funcién especifica

resalta el fuerte vinculo que existe entre las sirtuinas y el metabolismo.

Sirté se encuentra ampliamente distribuida en todos los tejidos. Entre sus
funciones destacan la modulacion de la cromatina telomérica y la regulacion de la
estabilidad gendémica a través de su funcién en la reparacion por escisién de
bases cuando hay dafios en DNA de cadena sencilla.

Sirt7 se encuentra en tejidos altamente proliferativos como son el bazo, los ovarios,
la tiroides, el higado y los testiculos. En contraste, su expresion es nula o baja en

tejidos no proliferativos como son el corazén, el cerebro y el masculo. Sirt7 es un
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activador la transcripcion de rRNA y puede regular el crecimiento y la
supervivencia celulares, al igual que al metabolismo (Shoba et al., 2009).

4.5. Restriccion calorica y gluconeogénesis

En rumiantes, la gluconeogénesis es la principal ruta metabdlica para obtener
glucosa. A través de esta via se sintetiza glucosa partiendo de precursores
diferentes a los carbohidratos, por ejemplo el acido lactico, el glicerol, los
aminoacidos gluconeogénicos (principalmente alanina), algunos intermediarios del

Ciclo de Krebs vy, en los rumiantes, el acido propidénico (Shimada, 2003).

La gluconeogénesis se activa durante los periodos de ayuno, subalimentacion y
cuando la glucosa obtenida en el alimento no es suficiente para cubrir el

requerimiento celular.

Durante el ayuno (incluso de horas) existen cambios metabdlicos, hormonales y
de expresion de proteinas reguladoras. Por ejemplo, los niveles de glucosa en
sangre bajan, la secrecidén de insulina disminuye e incrementa la del glucagon, lo
que activa la gluconeogénesis y la glucogendlisis hepatica, asi como la
movilizacidon de triacilglicéridos del tejido adiposo. Durante el ayuno prolongado se
ha observado un incremento en la produccién de cuerpos ceténicos a nivel
hepatico, los cuales pueden ser usados como fuente de energia por el sistema
nervioso central, mientras que en el musculo, los glucocorticoides inducen la

gluconeogénesis, reduciendo la utilizacion de glucosa (Bordone y Guarente, 2005).

Numerosos estudios han demostrado que una reduccion moderada (20-50%) en la
ingestion de calorias o subalimentacion, combinada con el consumo adecuado de
los nutrientes esenciales, puede aumentar la expectativa de vida y reducir la
presentacion de enfermedades cronicas asociadas a la edad (Bordone y Guarente,
2005). Estos efectos han sido observados en diversas especies que van desde las
levaduras hasta roedores y peces (Weindruch y Walford, 1988). La restriccion
calérica parece tener efectos sobre el sistema inmune, el potencial de proliferacion

celular, el metabolismo, la reparacion de DNA, los niveles de enzimas
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antioxidantes, la estructura de la cromatina, y la sintesis y el recambio proteicos
(Walford et al., 1987).

La restriccion calérica es la Unica manipulacion experimental con la que se ha
demostrado un retraso en el envejecimiento de mamiferos y, debido a que tiene un
efecto sobre la mayoria de los tejidos, es posible que la modulacién del
envejecimiento pueda ocurrir por medio de procesos celulares que afectan a todas
las células del organismo. Uno de estos procesos es la expresion génica, que al
sufrir cambios puede afectar el estado metabdlico de un organismo y viceversa;
por otro lado, la expresidn génica se altera con la edad. Estudios realizados en los
anos 80’s y 90’s indican que la restriccion cal6rica altera la expresion de una
variedad de genes, y se piensa que son estas alteraciones las que prolongan la
supervivencia y disminuyen la aparicién de patologias en animales bajo restriccion
calérica (Han y Hickey, 2005).

Entre los biomarcadores de la restriccion calérica se cuentan la concentracién de
insulina y glucosa durante el ayuno, temperatura corporal y los niveles de especies
reactivas de oxigeno.

En investigaciones recientes, se ha sugerido que las enzimas Sir2 o sirtuinas
pueden estar ampliamente relacionadas con los mecanismos de respuesta

celulares a la restriccion calérica y, por tanto, con la gluconeogénesis hepatica.

Existen dos factores reguladores de la transcripcién que son blancos de la insulina

y que pueden activar la gluconeogénesis hepatica, estos son FoxO1 y PGC-1a.

FoxO1 se une directamente a los promotores de los genes gluconeogénicos y
activa el proceso de produccion de glucosa, ademas es directamente fosforilado
por una cinasa que regula al receptor de la insulina. Frescas et al. (2005)
observaron que la desacetilacion es un modulador positivo de la funciéon de FoxO1,
ya que FoxO1 es regulado por la produccién de glucosa hepatica y es afectado
por el resveratrol, un activador de las sirtuinas, sin embargo, sus datos no son

concluyentes respecto a la diferencia entre animales ayunados o no.

PGC-1a se induce en el higado ayunado y estd elevado en diversos tipos de

diabetes, asi como en la deficiente sefalizacion de la insulina, su expresion a
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niveles fisioldgicos se incrementa en la gluconeogénesis (Puigserver et al., 2003;
Yubero et al., 2004).

En el tejido adiposo, se sabe que PPARYy es un regulador de la adipogénesis, el
cual activa genes especificos en dicho tejido, uno de ellos es aP2, que codifica
para una proteina que colabora en el almacenamiento de la grasa. Sirt1 es un
represor de PPARy y en ratones ayunados se ha visto que Sirt1 se une al
promotor de aP2 en el tejido adiposo blanco, reprimiendo la expresién génica y
promoviendo la movilizacién de grasa de dicho tejido hacia la sangre (Picard et al.,
2004).

Otros reportes muestran que el incremento en la proteina Sirt1 responde a la
restriccion de alimento (Cohen et al., 2004).

En el caso de los rumiantes, por el metabolismo bacteriano, la glucosa absorbida a
nivel intestinal por estos animales es muy poca, por lo que dependen de la
gluconeogénesis hepatica para cubrir sus necesidades celulares de glucosa,
utilizando como sustratos principalmente a los AGV’s. Se ha demostrado que el
propionato de la fermentacién ruminal aporta del 43 al 67% del carbono usado
para la sintesis de glucosa en el higado y que el lactato aporta hasta el 12%
(Huntington, 1999).

4.6. Justificacion

Las sirtuinas han sido estudiadas en varios organismos, desde levaduras hasta
roedores, peces y humanos. Sin embargo, en bovinos no han sido analizadas. En
el caso de esta especie, las secuencias de las siete sirtuinas estaban publicadas
en el banco genético (GenBank, NCBI) unicamente como secuencias predichas a
través de métodos computacionales. El objetivo de este trabajo fue obtener las
secuencias reales con métodos de biologia molecular y medir la expresién de Sirt1
y Sirt3 por estar involucradas en el metabolismo en el higado, musculo y tejido

adiposo blanco, los principales tejidos con actividad metabdlica.
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Ademas, resulta importante conocer el efecto de las sirtuinas sobre la
gluconeogénesis hepética en los rumiantes, usando como modelo a los bovinos,
para contribuir al entendimiento de su metabolismo energético. También es
fundamental localizar nutrientes que actien como ligandos de los factores de
transcripcién de genes especificos que controlan la gluconeogénesis y la lipdlisis
en los bovinos.

4.7. Higado

Sirt1 regula la gluconeogénesis y la glucdlisis en el higado bajo condiciones de
restriccion caldrica. Activa al PGC-1a con la subsecuente activacion de la glucosa-
6-fosfatasa, enzima gluconeogénica, y represion de la glucdlisis y la desacetilacion
de AceCS1. También regula la gluconeogénesis a través de la actividad de
AceCS2, favoreciendo la formacién de Acetil-CoA e incrementando la proporcién
de Acetil-CoA:CoA, reduciendo, como resultado, la actividad de la piruvato
deshidrogenasa. Asimismo, Sirt1 estimula la secrecidén de insulina al reprimir a la
proteina desacoplante 2. Se ha observado que su expresidbn se encuentra
reducida cuando existe la enfermedad del higado no alcohdlico graso. Sirt3 regula

la termogénesis al incrementar la respiracion mitocondrial de las células hepaticas.

4.8. Tejidos Adiposos

En el caso del tejido adiposo blanco, Sirt1 y Sirt3 participan en la regulacién de la
grasa en el cuerpo. Durante la restriccion caldrica, Sirt1 es regulada positivamente,
reprimiendo a PPARy y promoviendo la movilizacién hacia la sangre de grasa
proveniente del tejido adiposo. La inhibicion de Sirt1 en los adipocitos induce la
sensibilizacién a insulina, resultado similar al obtenido mediante los ligando de
PPARY. Los cambios en la expresion de Sirt1 durante la restriccion calorica
prolongada producen una mayor sensibilidad a insulina al incrementar la -
oxidacion de 4cidos grasos, con lo que se disminuyen los niveles de acidos grasos

libres circulantes. En el tejido adiposo marrén, Sirt3 promueve la expresion de
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UCP1 de la membrana mitocondrial interna, con lo que se reduce el gasto

energeético.

4.9. Musculo

Las sirtuinas juegan un papel fisiolégico en la regulacién de la expresion génica y
la diferenciacién muscular al detectar cambios en la relacion [NAD*)/[NADH]. Sirt1
suprime la diferenciacién de mioblastos al desacetilar y, por tanto, inhibir, al factor
de transcripcion MyoD. En mdusculo esquelético, Sirt1 regula los cambios
metabdlicos por medio de la desacetilacién de PGC-1a, el cual es necesario para
la activacién de los genes de la oxidacién de acidos grasos en las mitocondrias.
Ademas, inhibe a los andrégenos y regula la funcién del receptor androgénico
mediante desacetilacion y transcripcion, influenciando de esta forma la masa
muscular. También actia como principal represor de la proteina desacoplante 3, la
cual juega un papel importante en la proteccion contra acidos grasos excesivos en
las células musculares, reduciendo el potencial de membrana de las mitocondrias

y la produccidn excesiva de especies reactivas de oxigeno (Shoba et al., 2009).

18



IQ Yumi Elena Ghinis Hozumi

5. Hipotesis

El patrén de expresion de las sirtuinas en bovinos es diferente al de especies no
rumiantes y éste cambia con la edad.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Caracterizar molecularmente las sirtuinas bovinas y determinar la expresion de

Sirt1 y Sirt3 en higado, musculo y tejido adiposo de adultos y neonatos.

6.2. Objetivos especificos

1.- Clonar y secuenciar Sirt1, Sirt2, Sirt3, Sirt4, Sirt5, Sirt6 y Sirt7 de la especie

bovina.

2.- Medir la expresién de Sirt1 y Sirt3 en higado, musculo y tejido adiposo blanco

de bovino adulto y neonato mediante PCR en tiempo real.
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7. Metodologia

7.1. Obtencion de Muestras

Los experimentos disefiados se realizaron con muestras de tejidos de bovinos
adultos en edad de sacrificio y bovinos neonatos de 2 a 5 dias de edad. Dichas
muestras se colectaron en el Rastro Municipal del Estado de Querétaro y
correspondieron a higado, musculo, tejido adiposo blanco (subcutaneo), rifidn,
corazén, pulmén y testiculo de seis animales elegidos al azar para cada edad.
Estas muestras fueron colocadas en nitrégeno liquido para ser transportadas al
laboratorio, donde se almacenaron a -70°C hasta el momento de su

procesamiento.

7.2. Experimento 1: Clonar y secuenciar Sirt1, Sirt2, Sirt3, Sirt4, Sirt5, Sirt6 y Sirt7

de la especie bovina.

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden obtener copias
de fragmentos especificos de DNA, correspondientes al gen que se esta
estudiando. Estos fragmentos pueden ser secuenciados, mediante técnicas
estandarizadas.

Para poder realizar el PCR, se disefian oligonucledtidos (también conocidos como
oligos, primers o cebadores) para el gen deseado empleando secuencias
reportadas para varias especies 0 predichas para la especie deseada. En este
caso, las secuencias de las sirtuinas de bovino se encontraban predichas en el
banco de datos genético GenBank. Las secuencias que se utilizaron como

referencia se encuentran resumidas en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Nimeros de acceso de las secuencias de referencia de las sirtuinas.

No. de acceso de
Sirtuina Estado Tipo de molécula
secuencia de referencia

Sirt1 XM_864818.2 Predicha Analisis Computacional
Sirt2 XM_001790319.1 Predicha Analisis Computacional
Sirt3 XM_873980.3 Predicha Analisis Computacional
Sirt4 BC116055.1 Reportada Clon de mRNA
Sirt5 BC103176.1 Reportada Clon de mRNA
Sirt6 BC140592.1 Reportada Clon de mRNA
Sirt7 BC120328.1 Reportada Clon de mRNA

7.2.1. Obtencion de RNA Total

Una vez disenados los oligonucleétidos, se procedié al procesamiento de las
muestras. Utilizando el kit RNeasy Mini Kit de Qiagen se obtuvo el RNA total de
las muestras. Una vez que se tiene el RNA, se mide su concentracién con el
espectrofotdmetro NanoDrop1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
EUA). Los valores obtenidos son, por un lado, la concentracion de &cido nucleico
en ng/uL y por otro lado, las relaciones entre las absorbancias -de la muestra- a
260 y 280 nm, asi como a 260 y 230 nm. La relacién 260/280 indica la pureza del
acido nucleico, estando los valores de pureza de RNA alrededor de 2.0. La
relacion 260/230 es un indicador secundario de la pureza de los acidos nucleicos y
comunmente se encuentra en el rango de 1.8-2.2. La obtencion de valores

menores a estos indica la presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes.

Paralelamente, se analiza la integridad de los RNAs obtenidos mediante

electroforesis en gel de agarosa.
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7.2.2. PCR Convencional

Después de comprobar la integridad y pureza del RNA obtenido, se procedié a
realizar la transcripcion reversa de la reaccién en cadena de la polimerasa. El
objetivo de esto es obtener, a partir de RNA de una hebra y sensible al calor, DNA
complementario (cDNA), el cual es mas estable a diferentes temperaturas. Esta
transcripcion reversa se puede llevar a cabo utilizando oligonucleétidos
especificos del gen deseado, con oligonucleétidos seleccionados al azar o con el
llamado “oligo dT”. En este caso, se empled el oligo dT, el cual se une al extremo
3’ de la region sin traducir, la cual tiene una cola de poli-adeninas (poli-As)
caracteristica de los mRNAs, y que, junto a la enzima Transcriptasa Reversa, va a
producir la hebra que complemente a estos RNAs. Esto va a permitir obtener los
fragmentos correspondientes a todos los mensajeros para realizar estudios de

expresion de uno o varios genes y sus proteinas.

Después de obtener el cDNA, se procede a realizar el PCR. Esta técnica consiste
en la utilizacién de termociclos para, en primer lugar, separar las dos cadenas del
DNA a temperaturas altas, y en segundo lugar, realizar copias de estas cadenas a
bajas temperaturas, mediante el uso de los primers disefiados especificamente
para el gen de estudio y de la enzima Taq Polimerasa, la cual es termoestable y
va a sintetizar el DNA con la presencia de trifosfatos de deoxinucle6tidos (ANTP’s).

El PCR se llevé a cabo inicialmente con los diferentes tejidos de bovino adulto y
bajo diferentes condiciones de temperatura y de concentracién de los diferentes
reactivos para poder encontrar las condiciones (tejido y reactivos) que mas

favorezcan la reaccion.

Para verificar el producto de PCR se utiliza la electroforesis en gel de agarosa.
Para corroborar que el fragmento obtenido corresponde al numero de pares de
bases que se desea obtener, se utiliza un marcador de peso molecular

estandarizado.

Para comprobar la identidad de los productos de PCR se secuenciaron. Para esto
se emplea el método de terminacion de cadena con dideoxinucleétidos, llevado a

cabo en la Unidad de Proteogendmica del Instituto de Neurobiologia. Para finalizar,
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se comprueba la identidad de las secuencias utilizando el BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool) del NCBI.

7.3. Experimento 2: Medir la expresion de Sirt1 y Sirt3 en higado, musculo y
tejido adiposo blanco de bovino adulto y neonato mediante PCR en tiempo real.

En este experimento de expresidn génica se emple6 la técnica de PCR en tiempo
real. Esta técnica se basa en el principio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), descrito previamente. Su principal caracteristica es que permite
cuantificar la cantidad de DNA existente durante el proceso de amplificacién,
usando fluorescencia, de forma que su aumento es proporcional a la cantidad de
DNA formado.

La fluorescencia se obtiene mediante el uso de fluorocromos no especificos, asi,
el DNA que se va muliiplicando con cada ciclo se une al fluorocromo,
generalmente Sybr Green, produciendo fluorescencia, la cual es medida por el
termociclador especial para PCR en tiempo real. Los primers se disenan al igual
que los descritos anteriormente, a partir de secuencias reportadas para varias
especies 0 predichas para la especie de interés, con la diferencia de que los
fragmentos de DNA que amplificaran deben ser mas pequeros (180-300 pb).

Para poder llevar a cabo la curva standard se empled un producto de PCR, el cual
se obtuvo empleando el tejido y las condiciones encontradas durante el
experimento anterior. Este producto de PCR fue secuenciado para confirmar que
es el producto deseado. Se midi6 la concentracion de DNA de este producto con
el NanoDrop y con ayuda de un programa para calculo de peso molecular de DNA
(Martinez-Conde y Mayor) se pudo calcular el numero de copias por microlitro,

utilizando la siguiente formula:

DNA, ng/ulL] * (1x107®
Copias/pL = [ il M ) * 6.023x10% moléculas
PM, Da

23



IQ Yumi Elena Ghinis Hozumi

Las diluciones empleadas para la curva fueron 102, 107, 10°, 10°, 10* y 10?, a partir

de una concentracién de 10'2.

Una vez obtenida la curva de calibracidn, se realizaron las pruebas de expresion
en las muestras de higado, musculo y tejido adiposo blanco de los doce animales

(6 adultos y 6 neonatos) del rastro.

Para obtener los valores de expresion, se obtiene la conocida delta-C;, mediante
la cual se compara la expresién de nuestro gen blanco con un punto conocido de
la curva standard producto de PCR de la gen de interés. Las formulas para

obtener este valor son:

AC: = Gy (Gen blanco) - C; (Gen Referencia)
Expresion Relativa = 24

Por otro lado, se realiz6 una cuantificacion relativa comparando con la expresion

del gen de B-actina como gen de referencia.

7.4. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SAS®, empleando un
disefio completamente al azar con arreglo factorial, con lo cual se pueden medir
las diferencias en la expresion de las dos sirtuinas en los tres tejidos.

Yij=WL+ S,‘+Ej+ (SE)/j+ €ij
donde: y ij= Expresion relativa de la sirtuina i a la edad j
u = Media general

S, = Efecto de la i-ésima sirtuina
i=1 Sirt1, 2 Sirt3

E; = Efecto de la jota-ésima edad
j= 1 neonato, 2 adulto

(SE);j = Interaccion entre la sirtuina i y la edad j

g;j = Error experimental
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8. Resultados

8.1. Experimento 1: Clonar y secuenciar Sirt1, Sirt2, Sirt3, Sirt4, Sirt5, Sirté y Sirt7
de la especie bovina.

El disefio de oligonucledtidos utilizados para la obtencion de los productos de PCR
fue a partir de las secuencias predichas de las sirtuinas de bovino que se
encuentran en el GenBank. Los numeros de acceso de las secuencias empleadas

y los primers disefiados se resumen en el siguiente cuadro.

Cuadro 3. Primers disefiados y tamanos de los fragmentos predichos y obtenidos.

Primer Forward Primer Reverse Tamafio del | Tamafio del
Sirtuina L L fragmento fragmento
Localizacién Localizacién a obtener obtenido
Sirt1 ATACACTGGAGCAGGTT TTCATCAGCTGGGCATCTAG 164 ob 173 pb
1031-1047 1175-1194 P 1022-1194
Sirt2 GAGAAGATCTTCTCCGA GAAATGTTCTGAGCTCCCCA 650 bb 648 pb
710-726 1340-1359 P 710-1357
. AAGCATGGCGTTGTTTCCTC AAACGTGCCCGAGCTCTTC 616 pb
Sirt3 46-65 1120-1138 1093 pb 46-655
Sirt4 AGAGATGTTGCTTTGCCGCC | AGAGATGTTGCTTTGCCGCC 859 ob 594 pb
266-285 1105-1124 P 531-1124
Sirt5 TGGGGAGAGGAATGCAACAC | TTGGATTCCAGCCCAGCAAT 1094 ob 1094 pb
88-107 1162-1181 P 88-1182
Sirt6 TTAACTTGGGGCCTATGGAG | TTAGGCTGGAAATCAGGGAG 161 ob 231 pb
1258-1277 1399-1418 P 1257-1484
Sirt7 CGTAACCTGGTGCTTGACCA | TCAGGGTGAAAATGTCACCC 133 ob 133 pb
1205-1224 1318-1337 p 1205-1337

Utilizando estos primers se realiz6 la amplificacién de los genes de interés
mediante la técnica de PCR, dichos productos fueron secuenciados con el Abi
Prism 310 Genetic Analyzer, obteniéndose los siguientes fragmentos de las

secuencias para las Sirtuinas bovinas:

Sirt1: Se obtuvo un fragmento de 173 pares de bases, el cual se localiza en la

region comprendida entre los nucledtidos 1022 y 1194 de la secuencia de
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Sirt2:

Sirt3:

Sirt4:

Sirt5:

Sirt6:
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referencia XM_864818.2. Dicha secuencia fue reportada en el GenBank del
NCBI con numero de acceso GQ166647 (Ver anexos).

Se obtuvo un fragmento de 648 pares de bases, el cual se localiza en la
region comprendida entre los nucledtidos 710 y 1357 de la secuencia de
referencia XM_001790319.1. Dicha secuencia fue reportada en el GenBank
del NCBI con numero de acceso GQ166648 (Ver anexos).

Se obtuvo un fragmento de 616 pares de bases, el cual se localiza en la
region comprendida entre los nucledtidos 46 y 655 de la secuencia de
referencia XM_873980.3. Dicha secuencia fue reportada en el GenBank del

NCBI con numero de acceso GQ166649 (Ver anexos).

Se obtuvo un fragmento de 594 pares de bases, el cual se localiza en la
region comprendida entre los nucledtidos 531 y 1124 de la secuencia de
referencia BC116055.1. Dicha secuencia fue reportada en el GenBank del

NCBI con numero de acceso GQ166650 (Ver anexos).

Se obtuvo un fragmento de 1094 pares de bases, el cual se localiza en la
region comprendida entre los nucledtidos 88 y 1182 de la secuencia de
referencia BC103176.1. En este caso el fragmento obtenido corresponde a
toda la regién codificante. Dicha secuencia fue reportada en el GenBank del
NCBI con numero de acceso GQ166651 (Ver anexos).

Se obtuvo un fragmento de 231 pares de bases, el cual se localiza en la
region comprendida entre los nucledtidos 1257 y 1484 de la secuencia de
referencia BC140592.1. En este caso el fragmento obtenido se encuentra
fuera de la regién codificante, por lo que no se obtuvo fragmento de la
secuencia de amino&cidos. Dicha secuencia fue reportada en el GenBank
del NCBI con numero de acceso GQ166652 (Ver anexos).
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Sirt7: Se obtuvo un fragmento de 133 pares de bases, el cual se localiza en la
region comprendida entre los nucledtidos 1205 y 1337 de la secuencia de
referencia BC120328.1. En este caso el fragmento obtenido también se
encuentra fuera de la region codificante y, por tanto, no se obtuvo secuencia
de aminoécidos. Dicha secuencia fue reportada en el GenBank del NCBI
con numero de acceso GQ166653 (Ver anexos).

Los tejidos empleados para obtener los productos de PCR, a partir de los cuales
se obtuvieron estos fragmentos de las secuencias, fueron testiculo para Sirt1, Sirt2
y Sirt4, y rindn para Sirt3, Sirt5, Sirt6 y Sirt7.

La traduccion de las secuencias obtenidas se realizd6 mediante la herramienta
disponible en la pagina de Justbio, empleando la traduccion para los seis marcos
de lectura. Las secuencias de aminodacidos reportadas corresponden al marco de

lectura abierto mas completo.

8.2. Experimento 2: Medir la expresion de Sirt1 y Sirt3 en higado, musculo y
tejido adiposo blanco de bovino adulto y neonato mediante PCR en tiempo real.

Los oligonucleédtidos disefiados para realizar los PCRs en tiempo real se
obtuvieron a partir de las secuencias predichas en el GenBank para las sirtuinas
Sirt1 y Sirt3 de bovino. Los numeros de acceso de las secuencias empleadas y los
primers disefiados se presentan en la siguiente tabla.

Cuadro 4. Numeros de acceso de las secuencias de referencia de Sirt1 y Sirt3 y primers disefiados
para PCR en tiempo real.

L No. de acceso de . :
Sirtuina secuencia de referencia Primer Forward Primer Reverse
. ATACACTGGAGCAGGTT TTCATCAGCTGGGCATCTAG
Sirt1 XM_864818.2 1031-1047 1175-1194
. GCTAGGTTCCTGCTGCATCT GATGAGGTCCTGGATGTCGT
Sirt3 XM_873980.3 746.765 990-1009
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Después de obtener los productos de PCR con estos oligonucleétidos, se

calcularon el niumero de copias para cada sirtuina:

582.9 ng/uL)(1x10™®
Copias Sirt1/uL = ( il ). 6.023x10%° moléculas = 3.284x10'?
106916 Da

433.1 ng/uL)(1x10®
Copias Sirt3/uL = ( il ). 6.023x10%° moléculas = 1.599x10'?
163193 Da

A partir de estos productos de PCR se prepararon diluciones seriadas para
obtener las siguientes concentraciones: 3.28x10%, 3.28x10’, 3.28x10°, 3.28x10°,
3.28x10* y 3.28x10? para Sirt1 y 1.60x108, 1.60x10’, 1.60x10°, 1.60x10°, 1.60x10*
y 1.60x10? para Sirt3.

En el caso de B-Actina, el gen de referencia empleado, también se obtuvo un
producto de PCR, cuyo nimero de copias por microlitro fue de 2.75x10'?. Se

obtuvieron las mismas diluciones que para las sirtuinas.

Las curvas obtenidas se muestran a continuacién:

Figura4. Curva Estandar de Sirt1
35.00 -
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B
< 25.00 1
3
o 20.00 ~
Q
2
¢ 15.00 -
4]
2
© 10.00 A . .
] y =-2.9068x + 37.67 Valores obtenidos por el equipo:
& 500 4 RZ= 09688 Eficiencia: 1.889
E=2.21 Error: 0.0607
0.00 . . .
2 4 6 8
Logaritmo de la concentracion [copias/capilar]

28



IQ Yumi Elena Ghinis Hozumi

Figura 5. Curva Estandar de Sirt3
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Figura6. Curva Estandar de Actina
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Las eficiencias se obtuvieron mediante la siguiente férmula:

Eficiencia = 10¢"/Pendent)
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Después de haber obtenido las curvas, se procedié a hacer el analisis de las

muestras. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 5. Efecto del tipo de sirtuina y tejido sobre la media de su expresién relativa (mRNA).

A " Expresion Error
Sirtuina Tejido Edad Relativa Estandar Valor de P
Neonato
Higado 3.53 0.52 0.0530
Adulto 5.05 0.52
N t
Sirt1 Musculo eona’o 8.05 0.20 <0001
Adulto 0.45 0.20
Tejido Neonato 1.99 0.31
; 0.3154
Adiposo Adulto 2.46 0.33
Neonato
Higado 4.15 2:55 0.0068
Adulto 27.58 5.55
. N t
Sirt3 Musculo eona’o 8.29 0.44 <.0001
Adulto 6.83 0.44
Tejido Neonato 3.51 0.96
; .034
Adiposo Adulto 6.73 1.05 0.0346

Higado: Se presenta la mayor expresidon de Sirt3 en los animales

(P=0.0001).

adultos

Musculo: Existen diferencias significativas en la expresion de Sirt1 y Sirt3 en
adultos (P<0.0001), siendo mayor la de Sirt3.

Tejido Adiposo: Sirt3 tiene una mayor expresion en animales adultos (P=0.0003).
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9. Discusion

9.1. Experimento 1: Clonar y secuenciar Sirt1, Sirt2, Sirt3, Sirt4, Sirt5, Sirté y Sirt7
de la especie bovina.

Los fragmentos de las secuencias obtenidas correspondientes a las sirtuinas
bovinas tienen una homologia del 96 al 100% con las secuencias
predichas/reportadas para Bos taurus en el GenBank (NCBI). Al comparar la
homologia de las sirtuinas bovinas con las sirtuinas de otras especies, se observa
una homologia con Homo sapiens (75-94% de identidad), Mus musculus (78-91%
de identidad), Sus scrofa (82-96% de identidad), y Equus caballus (75-95% de
identidad). Adicionalmente, Sirt2 y Sirt5 presentan una homologia con Rattus
norvegicus de 85 y 83% de identidad, respectivamente, y Sirt4 presenta una
homologia con Ovis aries del 96%.

Frye (1999) obtuvo las secuencias de las sirtuinas humanas Sirt1 a Sirt5 (Nos. de
acceso GenBank AF083106-AF083110). El tejido empleado para la obtencién de
las secuencias fue el testiculo, igual que en este proyecto para Sirt1, Sirt2 y Sirt4.
Al comparar las secuencias obtenidas en este trabajo con las obtenidas por Frye,
se observan las siguientes homologias Sirt1 94% de identidad; Sirt2 87% de
identidad; Sirt3 y Sirt5 84% de identidad; Sirt4, Sirt6 y Sirt7 no presentan
homologia.

Al comparar las secuencias de las sirtuinas de Bos taurus con Saccharomyces
cerevisiae y Drosophila melanogaster, se encuentra que no hay homologia entre

ellas.
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9.2. Experimento 2: Medir la expresion de Sirt1 y Sirt3 en higado, musculo y tejido
adiposo blanco de bovino adulto y neonato mediante PCR en tiempo real.

Los resultados obtenidos muestran que Sirt1 tiene una mayor expresion
(P=0.0530) en higado de adulto y (P<0.0001) en musculo de neonato, teniendo
una expresion estadisticamente igual (P=0.3154) en tejido adiposo blanco. Sin
embargo, la expresion de Sirt3 en los tres tejidos es mayor (P<0.05) en adulto,
siendo la mayor en higado.

En 1999, Frye caracterizd la expresion de las sirtuinas humanas Sirt1-Sirt5 en
diferentes tejidos de adulto y feto, pudiéndose observar que la presencia de Sirt3
es mayor en higado y musculo de adulto, comparado con Sirt1; mientras que en
feto, la expresion de ambas sirtuinas parece ser similar. Al comparar la expresién
entre adultos y fetos, se puede observar que en Sirt1 la expresién es mayor en los
fetos y que en el caso de Sirt3 parece ser igual o similar en higado pero en

musculo parece ser mayor en los fetos.

SIRTH

Figura 7. Expresion de los genes de las sirtuinas humanas en tejidos de adultos y fetos normales
(adaptado de Frye, 1999).

De acuerdo a esta informacion, los resultados obtenidos concuerdan con la mayor
expresion de Sirt1 en muasculo de neonato con respecto al adulto, la mayor
expresion de Sirt3 en higado de adulto con respecto a Sirt1, expresion similar de
ambas sirtuinas en muasculo de neonato, y mayor expresion de Sirt3 en musculo
de adulto con respecto a Sirt1. En contraste, se tiene que en el caso de los fetos
parece haber mayor expresion en los resultados de Frye, mientras que en este

trabajo en los neonatos se presentan diferencias en los patrones de expresion.
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Shan et al. (2009) estudiaron el patrén de expresion de Sirt1 en cerdos,
analizando diferentes tejidos. De este estudio encontraron que Sirt1 tiene la mayor
expresion en cerebro, siendo menor en bazo y tejido adiposo blanco, mientras que
en higado es baja pero detectable. Asimismo, observaron que en tejido adiposo
subcutaneo y omental, la expresién del mRNA de Sirt1 es mayor en cerdos
adultos que en cerdos jovenes (P<0.01).

Estos resultados no concuerdan con lo encontrado para bovinos, ya que en el
presente estudio se encontré que la expresion de esta sirtuina en tejido adiposo
subcutaneo es estadisticamente igual para adultos y neonatos (P=0.3154) y que
en higado es mayor que en tejido adiposo blanco.

De acuerdo a numerosos estudios, se ha demostrado que la expresion de Sirt1 es
inducida bajo condiciones de restriccion caldrica 0 de ayuno de hasta 24 horas,
principalmente en cerebro, higado, musculo, riidn y tejido adiposo, en roedores
(Dilova et al., 2007). Por lo tanto, la baja expresién de Sirt1 en adultos, comparada
con la de Sirt3, se puede explicar por el tipo de animales empleados en el
muestreo, ya que estos animales se encontraban en edad de sacrificio y fueron
engordados por productores de carne, por lo que la probabilidad de que hayan
sido sometidos a restriccion calérica es muy baja y, por tanto, los valores de
expresion de Sirt1 obtenidos podrian corresponder a los niveles de expresion
normales, es decir, bajo condiciones de alimentacion con las que se cubren
satisfactoriamente todos los requerimientos de mantenimiento, e incluso los de
produccion.

A pesar de esto, estos resultados son diferentes a los obtenidos por Afshar y
Murnane (1999) en la expresion de SIR2L, homdélogo en humanos de Sir2p y del
cual Sirt1 es el mas parecido, ya que ellos encontraron que la expresién de este

gen es mayor en corazon, cerebro y musculo esquelético.

En el caso del muasculo, la expresion de Sirt1 se incrementa, al igual que en el
higado, cuando hay restriccién cal6rica, y los niveles de proteina se reducen
cuando hay un exceso de nutrientes (Yu y Auwerx, 2009). Por tanto, los altos

niveles de Sirt1 encontrados en musculo de los bovinos neonatos se pueden
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explicar por el hecho de que estos animales provenian de ranchos productores de
leche, por lo que los becerros no tenian libre acceso a la leche de la madre,

provocandoles un tipo de restriccion calbrica.

Fulco et al. (2003) encontraron que la proteina Sirt1 se expresa en los mioblastos
y disminuye sus niveles a lo largo del proceso de diferenciacién, pudiendo esto

explicar los bajos niveles de expresion encontrados en los adultos.

A pesar de todos los datos que apoyan el hecho de que la restriccion cal6rica
incrementa los niveles de expresion de Sirt1 en todos los tejidos en general, Chen
et al. (2008) encontraron, al comparar la expresion de Sirt1 en higado, musculo y
tejido adiposo blanco de ratones alimentados ad libitum y bajo restriccidén calbrica,
que la expresion en higado de los ratones con restriccion caldrica disminuyo,

mientras que en musculo y tejido adiposo aumento.

Ll o
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—_-——— Elam =

Figura 8. Expresion de Sirt1 en ratones
- alimentados ad libitum (AL) o bajo restriccidon

) caldrica (CR) (Chen et al., 2008).
Higado  Tej. Adiposo  Musculo
Blanco

De acuerdo a estos resultados (Fig. 7), los niveles de expresion de Sirt1 normales
son mayores en tejido adiposo, seguido por higado y con los niveles mas bajos en
musculo. Esto no concuerda con lo obtenido para tejido adiposo, ya que en este
estudio encontramos mayor expresién en higado, mientras que en musculo si

coincide la menor expresion.

En 2002, Onyango et al. determinaron, mediante Northern blots, los patrones de
expresion de Sirt3 en diferentes tejidos de humano, encontrando que en adultos
se encuentra altamente expresado en corazén, musculo esquelético, rifion e
higado, y en menor proporcion en placenta y pulmén, y en fetos en rifidn e higado
mas que en pulmén y cerebro. Esta informacion concuerda con los resultados
obtenidos.

Sirt3 presenta niveles bajos de expresion en musculo de animales diabéticos y en
tejido adiposo marrén de ratones obesos. Bajo condiciones de restriccidn calérica,
la expresion de Sirt3 incrementa en ambos tejidos adiposos (Shi et al., 2005).

34



IQ Yumi Elena Ghinis Hozumi

Sirt1 presenta altos niveles de expresion en cerebro, testiculo, musculo
esquelético, rindn, glandula tiroides y utero, mientras que en higado, bazo,
corazon, pulmédn, ovarios y médula 6sea tiene bajos niveles de expresion. Sirt3
tiene una elevada expresién en ovarios y, en general, en la mayoria de los tejidos
tiene alta expresion (Dali-Youcef et al., 2007), con lo cual se explica la diferencia

en los niveles de expresién entre ambas sirtuinas (Sirt3 > Sirt1 en los tres tejidos).

35



IQ Yumi Elena Ghinis Hozumi

10. Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir que, a pesar
de la alta homologia existente entre las sirtuinas de bovino y las de otras especies
de mamiferos, los patrones de expresién son distintos. Ademas, estos patrones de
expresion se modifican con la edad del bovino.

Los resultados obtenidos concuerdan con algunos trabajos existentes sobre la
expresion de las sirtuinas en diferentes especies, principalmente ratones y
humanos. Sin embargo, se requieren mas datos de los patrones de expresién de
las sirtuinas bovinas y en los que, ademas, se analice la relacion de éstas con las
diversas funciones celulares en las que participan y bajo diferentes esquemas
metabdlicos.

Del presente estudio se puede partir para estudiar las sirtuinas de bovino mas
detalladamente, permitiendo comprender mejor la relacion entre estas proteinas y

el metabolismo en esta especie.
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GenBank: GR1E6E47 .1

Bos taurus sirtuin 1 (Sirt1) mRNA, partial cds

Features Seguence

LOCUS GOlaaad™ 173 hbp mBRNA linear MAM 30-JUN-Z009
DEFINITICM Eos taurus sirtuin 1 (3irtl) mRNA, partial cds.

ACCESIICH GOlaaad™

VERIICH GOleeed7. 1 GI:241044114

EEYWORDS

SOURCE Bos taurus (cattle)

ORGANISM Eos taurus
Eukarvyota; Metazoas; Chordata; Craniata; Vertebrata: Euteleocstomi:
Magmmmalia: Eutheris; Laurasiatheria; Cetartiodactyvla; Ruminantia;
Pecora; Bowvidae: Bovinae; Bos.

REFERENCE 1 (bases 1 to 173)

AUTHORS Ghinis,¥., Gonzalez-Davalos,L., Antaramian,li.,
Varela-Echavarria, ., 3himada, L., Gonzalez-Gallardo,i.,
Hernandez-Sanabria,E., Ramirez,P. and Mora,O.

TITLE Ftudy of the Expression of Bovine 3irtuins in Different Tissues

JOURMAL Tnpublished

REFERENCE Z [bases 1 to 173)

AUTHORS Ghini=s,¥., Gonzalez-Davalos, L., Antaramian,i.,

TITLE Direct Submission

JOTURMAL Submitted [(27-APR-Z0092) Ruminology Lakboratory, FEZ-C, UNAM Campus
Juriguilla, Elwd. Jurigquilla 3001, oQueretaro 76230, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
Source 1..173
Jorganism="Eos taurus"
fmol type="mRMA"
Jdb_xref="taxon:3913"
/tissue type="testis"
/PCR_primers="fwd_seq: atacactoggagoaggtt, rev_sedq:
ttoeatoagotgggoatetag™
gene <1..>173
Jgene="3irc1™
DS <1..>173
Jgene="3ircl”
fnote="histone deacetylase"”
/foodon_start=3
Jproduct="zirtuin 1"
/protein id="ACEE6697.1"
fdb xref="GI:241044115"
Jtranslation="NIYTLEQVAGIQKIIQCHGSFATASCLICKYEVDCEAVRGDIFN
OVVPRCPRCPADE™
CORIGIN
1 agaacatata tacactggay cagiybtbgoay gastcocsasna gatasttoag tgbcatgghbt
61 cotttgoaacs ageatcttge ctgatttgta aatatasagt tgactgbgas gotgtacgag
121 gagatatttt taatcaggtg gLttcctcgat ghoctagatg cocagotgat gaa
£
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Features Sequence

LOCTS Gol66648 545 hbp RITA linear MAM Z0-JUN-Z0O09
DEFIMITICZM EBos=s taurus sirtuin 2 (Sirt2) wBMNA, partial cds.

ACCESSICH GOleE645

VWERI IO Golae645. 1 GI:Z410441:29

EEYWORDS .

SOURCE Eos taurus (cattle)

ORGANISM Eos taurus
Eukaryota; Metazos: Chordats: Craniatas: Vertebrata: Euteleostomis
Mammalia: Eutheria: Laurasiatheria: Cetartiodactyla; Puminantiar
FPecora; EBovidae:; FBovinae: EBos.

EEFERENCE 1 [bhases 1 to 645)

AUTHORS Ghinis,¥., Gonzalez-Davalos,L., Antarasunian,d.,
WVarela-Echavarria, ., Shimads,i., Gonzalez-Gallardo,i.,
Hernandez—-Sanabria,E., Ramire=z,FP. and Mora, O.

TITLE Study of the Expression of Bowine Sirtuins in Different Tissues

JOUTRMNAL Tnpublished

REFERENCE z [bhases 1 to 645)

AUTHORS Gonzalez—-Davalos, L., Gonzalez-Gallardo,A.,;, Hernandez-3Sansbria,E.,
Antaramian, L., Varela-Echavarria, L., Zhimada,i. and Mora, 0.

TITLE Direct Submission

JOURNMAL Submitted (27-APRE-20029) Ruwinology Laboratory, FES-C, TNAM Camwmpus
Juriguilla, EBElwd. Juriguilla 3001, Queretaro 76230, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
sSource i..648
forganism="EBo=s taurus"
S0l type="mRMA™
fdb_xref="taxon:32913"
ftigsue_type="testis"
KPCR_primers="fwd_seq: gagaagatcttoctooga, rewv Sedq:
ctocttggtgggaggtog ™
[= (=31 <1..648
Sgene="Iircz™
cDE <1..543
fgene="Sircz™
frnote="histone deacetylase™
foodon_start=1
/product="sirtuin 2"
Jprotein id="ACSE6ESS.1M
Sdb_xref="3Il:241044130"
ftranslation="EEIFSEVITPECEECQIVVEPDIVFFGENLPARFFSCHMOSDFLEY
DLLIIMGTELOWVOPFASLIGKAPLSTPRLLINKEETGOTDPFLGMMMALGGGMDFDSE
EAYRDWVAWLGDCDOGCLALADLLGWEEELEDLWVRKEHASTIDAQSGSGASNPATSASPR
NSZPPFFTEEEFRTTEGEEKF™
ORIGIN
1 gagaagatct totocgagght gactoccsad Cogbhgagaaat gbhoagadgoght ggtgsagoct
61 gatatcgbgt Lotbogdoga gRaccLocoa gogogthtch TCotootbgoat goagboagac
121 ttoctamayy CLYUaccLoct CRLCaCCatd gooacctooc Cooaggrgos goocthogod
1831 teocctoatcd goasadyogoc CCotdtogacs cogogouchgo toatcaacasa gUadsadgact
241 gyccagacty accoctttcoct cggogatgatyg atggocctog gaggadgoocat ggactttogac
301 tocasgasgy CoLacadgoa CObgycctoy CLOOOogact ghgaccagoy CchLgoctoooc
361 ctogoocgace btocttggaty gaagaaggay ctggaggace ttgbtoggaa ggagoatooc
421 agocatagaty cocadbiogoy Jghogyodyoc Cotasccocg ctacttoago thocoocsgd
451 aattcoctooac CRcCLOCCac CRadyadgad coocaggacca ctgagddaga gasilcoocoad
541 tgaccactgs QgLoLoCCAagy Cafggacacoc agoctLgoys Cagotgagoc CCoaacoagoc
E01 ctggooctos totaacttac agobctLito tgggogagotc agasacatt
I

38



IQ Yumi Elena Ghinis Hozumi

NV Es )
S Nucleotide

norme

Search MNucleotide w | for

Limits Fresviewdincdex History Clipboard Details
Format: GenBank FASTA Graphics More Formats

GenBank: GQ1EGE48.1

Bos taurus sirtuin 3 (Sirt3) mRNA, partial cds

Features Segquence

LOZ1Ts GO166649 616 bp mBEMNA linear MAM 30-JUN-2009
DEFIMNITICON FBos taurus sirtuin 3 (3irt3d) mwBMNA, partial cds.
ACCESSTON GO166649

WERSION GQla6649.1 GI:24104413553
EETWORDE
SOURCE Bos taurus (cattle)

ORGANISM Eos taurus
Eukaryota; Meta=zoa; Chordata; Craniatar: Vertebrata; Euteleostomis
Mamnalis: Eutheria; Laurasiastheria: Cetartiodactylas: Ruminantias
Pecora; EBovidas:; Bovinae; Bos.
REEFERENCE 1 (hase=s 1 to 616
ATTTHORS Zhinis, Y., Gonzalez-Davalos,L., Antarasmnian, .,
Varela-Echavarria, ., Shimada,i., Gonzalez-Gallardo,i.,
Hernandez-S3ansbria,E.,;, Ramirez,P. and MNora, .
TITLE Study of the Expression of Bowvine Sirtuins in Different Tissues
JOURNAL Unpublished
EEFERENCE 2 (bhase=s 1 to &616)

ATTTHORS Fonealez—Davalos,; L., Antaramiasn,i., Varela-Echavarria .,
Shimwada, L. and Mora, O.
TITLE Direct Submission

JOURMAL Submitted (Z27-APR-Z002) Fuminology Laboratory, FEI-C, UNAM Campus
Juriguilla, BElwd. Jurigquilla 3001, Queretara 76230, Mexico
FEATURESDS Location/Qualifiers
Source 1..616

forganism="Eo=s taurus"
Fmol_ type=TmRNAL™T
fdb_xref="taxon:2913"
ftissue_type="kidnevy"
fPCR_primers="fwd_seq: aagoatyyocgttgtttocte, rev_seq:
amacgbgoocgagototoe ™

[= (=5 1] =1l..>616
Sgene="Sirci

CD3 <1l..x616
Sgene="I3irc3mT
fnote="histone deacetylase™

foodon start=:z
Sproduct="sirtuin 3"
fprDtein_id="AC566699.l"
fdb_xref="GI:241044134"
ftranslation="SKAVVSLVIDCSNPLEFWGLRGARLAWTRUFRIFGGGUIISCFAG
ASSDTGGGDHIOEKFLLOD IAEL IETRACOEVVVIHIVGAGISTPSGIPDFRIPGVGETTR
TLOOYKLPYPEAIFELSFFFHDPEPFFTF AKKELYPGHNYRPHATHYFLELLHEEGLLLE
LYTONIDGLERASGIPDEELVEAHGELASATCTVCRRPYRPGEDFW™
CORIGIN
1 asgoaaggoe ghggtbtocc Logtbbitoaga ctgbtocsac cocchoaggt totggogoot
61 gogaggtgog cogggogtgga cocgotggoe togtattooca ggbtggaggat gogtocatateo

121 CELgLtbtbgot ggtgootcas ghgacactdy aggoguagac cacagtoaga agasgrttot

181 cotgoaggac atcgobgagc Lgatbaagac Cagagcctyc Cagasgutdd Logboatggh

241 gggggooggc atcagoacac Coagoggoat Ccooagacttc aggtctoogd gugttggots

301 ctacagoatce CLocAadoadgt ACAaoLoct CLaCtcCotgad goCAatttittd agototoctt

361 CLtotthocAat gaccoosags Cattttbcac tLttigocasay aSagotghacce CcLgggaacta

421 tagEoCoSat gotachoact AcCLLoCLocy aLLOCLacac gagasgugos Toottotgog

451 gototacace cagascatcd acggooctogs gagagocatct ggoatccobg actoasagot

541 pcgttgaagot catggatcos LLgoototgr cacctgoact ghehgocgaa gacootacos

601 aggggaggac ttotgd

£
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GenBank: GQ166650.1

Bos taurus sirtuin 4 (Sirtd) mRNA, partial cds

Features Sequence

LOCTS GOla6650 594 bp mEIA linear MAM F0-JUN-2009
DEFINITION EBos taurus sirtuin 4 (Sirtd) mRNA, partial cods.
ALCCESSTCN GOla6650

WERS ION Golegetn.1l  GI:z241044141
KETWORDS
SOURCE Bos taurus (cattle)

CORGANIZM Eos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; WVertebrata:; Euteleostomi;
Marmaliar; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla: Ruminantia:r
Pecora; Bovidae; Bovinas:; EBos.

REFERENCE 1 (hase=s 1 to 594)

ATTTHORS Ghinis,¥., Gonzalez-Davalos,L., Antaramian,d.,
Varela-Echawvarria, ., Shimads, L., Gonzaslez-Gallardo, b, ,
Hernandez—-Sanabria,E., Famirez,P. and Mora, 0.

TITLE Study of the Expression of Bowvine Zirtuins in Different Tissues

JOTRNAL UTnpublished

REFERENCE = [bhases 1 to 594)

LATTTHORS Gonzalez—-Gallardo, L., Gonzalez-Davalos,L., Ramirez,P.,
Antarsmnian, ., Varela-Echavarria, d., Shimada, A, and Mora, .
TITLE Direct Submis=zion

JOURMAL Submitted (27-APR-Z2009) Ruminology Lsbhorastory, FEZ-C, UNAM Caunpus
Jurigquilla, Blwd. Juridgquilla 3001, Queretaro 76230, Mexico
FEATURES Location/Qualifiers
Source 1..594

forganism="Eo=s taurus"

fmol_type="mRNA"

Fdb_xref="taxon:3913"

/rissue_type="testis"

fPCR_primers="fwd_seq: aagtgtococttaagotgtgy, rev_sSed:
agagatgLttgottogoogoe ™

HETE <1..5594
Sogene="3irtcg
CD3E =<1..450

Jgene="Sirta”
Snote="histone deacetylase™
foodon_start=1
Sproduct="sirtuin 47
fprDtein_id="ACSGﬁ?DD.l"
fdb_xref="GI:24104414=2"
ftranslation="REVLCLDCGEQTPRGVLOERFOVLNFTUSAEAHGLAPDGDWVFLTE
EEVOSFOVPSCSRCGGPLEPDVVFFGD TWEPDEVDFVHERVEEADSLLWWGSSLOVYS
GYRFILTAREEKLPIVILNIGPTREEDDLASLELDSRCGELLFLIDFR™
ORIGIN
1 agggtoctct gottbggabtty toogggagoay actocCCgbhy gUOgbgobigos dUagogghto
61 casagtoctga acccaaccty gagtgocgay goccacggoc tgootocoga cogogatgto

121 tttctcaccd aggaggagdt acagagcttc Ccaggbicocat CoLgotctcd atgbgggogo

1581 coccoctgaaac cagacgbtogt cttotbttcggy gacacggbgs agoctgacas ggbtgatbtt

241 gtgoacaags godbgasasgs agotgactcc ctoctgybigy tgogatcatc cttgoaggtg

301 tactocagybt acagghitcab CoLoAcLyos cOagagaaga adotgocoat cgtgatactg

361 sacattggge coacgoggtc Ccgatgaccty goatctotga asactggattc toghtgtggs

421 gagttgotgo cattastags CoCACOCLOa COACAQCCLy atgbbcbggs gocggassact

451 gggyottitca ctttaatbict gotgotasagy satacctaagy attoatcocc gothboctota

541 totgaccgay gottaccosac tghagootge agaguoogyc Sssagoaacat otot

£
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GenBank: GO166651 .1

Bos taurus sirtuin 5 (Sirts) mRNA, complete cds

Features Seguence

LS 2165651 1094 bp mEBEL linear MAM SZ0-JUN-ZO02
DEFINITION Bos taurus sirtuin 5 (S3irt5) wmBEMNA, complete cds.

ACCESSTON GO166651

WERS IO Gole6651 .01 GI:Z241049145

EKEYWORDS -

SOUTRCE Eo=z taurus [(cactle)

ORGATITSH Eo= taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniatar; Vertebrata; Euteleostomir
MHarmmaliar Eutheriar; Laurasiatheriar; Cetartiodactylar FPuminantiar
FPecora; EBowvidae; EBowvinae: EBos.

REFEREINCE 1 (bhases 1 to 1094)

ATTTHORS Ghini=s,¥., Gonsalez-Davalos,L., Antarasonian, L.,
Varela—Echavarria,i., Shimada,d., Gonzalez—Gallardo, A, .
Hernandez—Sanabria,E., Ramirez,FP. and Moras, O.

TITLE Study of the Expression of Bowvine Sirtuins in Different Tissues

JOUTRMAL Tnpublished

REFERENCE z (bases 1 to 1094)

AUTHORS Gonralez—Davalos, L., Ghinis,¥., Antaramian, L.,
Varela—Echavarria, L., Shimada, L. and Moras, O.

TITLE Direct Submission

JOTRMNAL Submwitted (27-AFR-Z00%) Fuminology Lasbhoratory, FEI—-C, UNAM Campus
Juriguilla, Blwd. Juriguilla 3001, Cueretaro 76230, Mexico

FEATURES Location/Cualifiers
Source 1..1094
Aorganism="Eos taurusT
Ffmol_type="mRNA™
FSdb_xref="taxon:S913"
frtissue_type="kidney"
/PCRﬁprimers= fwd seq: tggggagaggastgosacac, rewv sSedg!
TLgattocagoccayoaat ™
gens 1..10949
Sogene="rSirts5e
ZDS 31..963
Sgene="Sircs5T
fnote="histone deacetylase™
focodon_start=1
Sproduct="sirtuin 57
Sprotein id="ACSc57O1.1"
b _xref="Gl:241044149'
Atranslation="MPFPLWIIRNRELF3KLYCGLESPVITOTEKICLTMARPSSNMADFER
KCFARKAKHIVWISGAGISAESGYV P TFRGAGGYITRETEKAQDLATPQAF ARNPSOVITEF ¥
HYRREWVOSTEPWMAGHL AT AECQARLHRQGROVVVITONIDELHREAGTENLLE THGS
LFETRCTSCGWVAENTESP ICPALSGEGAPDPOTODAGIPVEKLPRCEEAGCGGLLEP
HYWWFGENLDFPAILEEVDEELALCDLCLYWWGTISWYWYPALNF APOWIS ARGYVPVAEFINM
ETTPATERFEFHFOGFCGTTLPFELALAPHETETVS "
CRIGIN
1 tggggadgagd astgoaacac adgassaccty atgocacobc Lotggatcat ocodyascods
61 tbgttttcoca agotgtatty tgyactgaay tobocadbct coacacaasc caagatttoo
121 ctaacastgy ctogtocasd ttocaaataty gotacttcoc ggasgbdbtt tgoaasagoo
181 asagocacatay toghcatttc ogggootgoe atcadgtgotg agagtgdogyt tocaacgtto
241 agaggagdcsg Jaggttacty gaysasatdy sasgoccayd acchgoocac Coogoogoos
301 ttogoocyda acoogbcoca JYtgbggoay ttobaccact acogoogdoa ogogtgogtogoac
361 aoacdyadc ooaacgocgy Joacctdgoc atcgocdadt gocagooocy oot goacaco
421 cagggoodac aggbggtggt Ccatcaccocay aacatcdgacy agobgoacoy Caagootoos
451 amccaagasacc LLobtggasalt coabtggbagoc ttatLtamssa cbogabtgbhac chotbgbgogs
541 gLogLygyoctg afgaactatsasa JadghoCastt TLULoCadoct Catcadgass aguoootoocs
601 gacococoCcaaa CLoaadatygs Cggaatoccs JLOyadgaasc COoooogyty TOasgadoos
661 gUatdbggoy goctgotgod acctoacdby JLObggtttg gagasaacct ggacootooo
721 atcoctggagd aggtgdgacsa agagotggoc ctobtgbgacc tgbgbtotagt ggbggggact
781 tootoogbggy totatooogo Jggocatdgbtt gooococcasy tgbocagoooy CcOggogbgoos
541 gtggoogasat toaacatdga aacCacoocd gooaccdasa gattoagdbt toatttooad
901 gogoocdbgtg gogacgactot Loctgaagoo ctogoboobc acdgasactga aactgbttos
961 tagoocatccht goggaadoasa Jasatctcay cgoatchasd tacooadgooa Coagogooasn
1021 ggoagbocttg tggatggboga goosaatact gyasagtotg aaaatatobtt ttgatctgotog
10581 ggotggaato caas
£
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GenBank, Go16E652.1

Bos taurus sirtuin 6 (Sirt6) mRNA, 3' UTR

Features Seguence

LoOCUs GR1e6652 231 hp RN A linear WiM 30-JUN-2009
DEFINITION EBos taurus sirtuin 6 (Sirte) wRENA, 3' UTR.
ACCESZICN GRleae52

WERSION Goleee52.1 GI:z241044152
EEYWORDS
SOURCE Boz taurus (cattcle)

QORGANIZM Eos taurus
Eukarvota;r Metazos) Chordatar Craniata) Vertehrata) Euteleostomi:
Mammaliar Eutheria; Laurasiatheria) Cetartiodactyla; Ruwinantiar
Pecora; EBovidaes; Bovinae; EBos.

EEFERENCE 1 (bases 1 to 231)

AUTHORS Ghinis,¥., Gonezalez-Davalos,L., Antaramian, k.,
Varela-Echavarria, ., Shimada,i., Gonzalez-Gallardo, b.,
Hernandez-Sanabria, E., Ramirez,P. and Mora, 0.

TITLE Study of the Expression of Bowvine Jirtuins in Different Tissues

JOURNAL Tnpublizshed

EEFERENCE 2  {bases 1 to 231}
ATHORS Ghinis, Y., Gonzalez-Davalos,L., Antaramian, .,
Varela-Echavarria,i., Shimada,i. and Mora,o.
TITLE Direct Submission
JOURMNAL Submitted (27-APR-2009) Puminology Laboratory, FE3I-C, TNAM Campus
Juricguilla, Blwd., Juricguilla 3001, Queretaro 76230, Mexico
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..231
forganism="Bos taurus"
fmol type="mRNA"
fdb xref="taxon:9813"
ftissue type="kidney"
/PCR_primers="fwd_seq: LLRacttgUuUyoctargyay, rev sSedq:
ttaggotyggaaatcagggag™
gEne <1..»231
fgene="Sirce"
/note="zirtuin &"
3'UTER <1..7231
faene="Sirte"”

ORIGIN
1 tttaacttygy gUocctatgy agqydgootty goaadgagoa toootgoooe ggatcctgas
f1 cttggagotyg acaacccoac accbgotooa coccocaghct goagoocohy actocagogghbg
121 ttottgggay gogtgaccay gooctooctg attbocagoc taaacaggas toccgochght
151 ctgoococty gaccoboasa cLoCcCsaacc totgoctaat coccocacaca o

H
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GenBank GO1ERRS3N

Bos taurus sirtuin 7 (Sirt7) mRNA, partial sequence

Features Seguence

LoCTS GO166653 133 bp mENA linear MAM 30-JUN-Z009
DEFINITION Eos taurus sirtuin 7 (5irt7?) wBRNL, partial sequence.
ACCEIITON GQLARASS

WERSICH F2166653.1 GI:241044161
EETWORDS
SOURCE Bos taurus (cattle)

ORGANISM Eos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata:; Euteleostomi;
Haralia:; Eutheria:; Laurasiatheria; Cetartiodactylar; Ruminantia;
Pecora; Bowvidae; Bowvinae; Bos.

REFERENCE 1 (bases 1 to 133)

ATITHORS Ghini=,¥., Gonzalez-Dawvalos,L., hAntaramian,i.,
Varela-Echavarria, k., Shimada,bi., Gonzalez-Gallardo,i.,
Hernandez-3anabria,E., Ramirez,P. and Mora, 0.

TITLE Study of the Expression of Bowvine Sirtuins in Different Tissues

JOURITAL Tnpublished

REFERENCE 2 [hases 1 to 133)

AUTHORS Ghinis, Y., Gonzalez-Davalos,L., Antarsatian, b,
Varela-Echavarria,h., Shimada,l. and Mors, 0.

TITLE Direct 3ubmission

JOURAL Submitted (27-APR-200%9) PBuminology Laboratory, FES-C, UNAM Campus
Juriguilla, Blwvd. Jurigquillas 3001, Queretaro 76230, Mexico

FEALTURES Location/Qualifiers

Source 1..133
forganism="Eos taurus"
fmol type="mRINAL"
fdb_wref="taxon:3913"
/tissue type="kidney"
/PCR_primers="fwd_seq: cgtaacctgytgocttgacesa, rev_sSedq:
tcagggtgasaaatgtoacce™

gene <1..7133
Jgene="girc7?"
fnote="sirtuin 7"

misc feature <1l..5
fgene="3ircT™
fnote="contains stop codon'™

3'UTR G..>133
fgene="3ircT

ORIGIN
1 egtaacctygyd COCCLOacca agyacasatga LOUoactitdy aaaatggocd gUactotogt
61 toaggygoay gtggoaccat taatgocagy actgoccoct gagasttatc tgoyggtgac
121 attttcacco tga
i
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