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Abreviaturas

5mC 5 metil citosina

ATP Adenosin trifosfato

ADP Adenosin difosfato

BHMT Betaina homocisteina metil transferasa

DHA Acido docosahexaenoico

DMG Dimetilglicina

DNA Acido desoxirribonucleico

DNMT Metil transferasa de DNA

E16.5 Dia embrionario 16.5 (murino)

GLUT2 Transportador de Glucosa 2

HNF-3p Factor nuclear hepatico 3 beta

IUGR Restriccidn del crecimiento intrauterino

Kir6.2 Una de las subunidades del canal de potasio dependiente de ATP
MAT Metionina adenosiltransferasa

Pdx-1 Gen que codifica al Factor pancreatico duodenal homeobox 1 (murino)
Pdx-1 Factor pancreatico duodenal homeobox 1 (murino)

PDX-1 Factor pancreatico duodenal homeobox 1 (humano)

PCR Reaccidén en cadena de la polimerasa

MafA Gen que codifica al Factor de transcripcion homologo A del oncogén de
fibrosarcoma musculoaponeurético (murino)

MafA Factor de transcripcion homdélogo A del oncogén de fibrosarcoma
musculoaponeurético (murino)

MafB Factor de transcripcion homdélogo B del oncogén de fibrosarcoma
musculoaponeuradtico



MBD Proteina con dominio de unién a CpG metilada

MeCP Proteina de uniéon a CpG metiladas de la familia MBD
miRNA Micro RNA

RNA Acido ribonucleico

SAM S-adenosil metionina

SAH S-adenosil homocisteina

SUR1 Receptor de sulfonilureas

USF1 Factor 1 estimulador de la transcripcién rio arriba

VDCC Canales de calcio dependientes de voltaje



1. INTRODUCCION

1.1 Programacion del desarrollo

El estado nutricional es un aspecto fundamental para la salud y bienestar antes y
durante el embarazo porque se producen cambios fisioldgicos tanto en la mujer
como en el feto; en la vida nutricional de la mujer representa una mayor
vulnerabilidad, ya que se requiere de un mayor aporte de nutrimentos para el
crecimiento y metabolismo tanto de la madre como del feto debido al aumento en
la actividad anabdlica (Allen, 2006). La provision de nutrimentos a éste, depende
del estado de salud de la mujer embarazada (Reusens y Remacle, 2006), por lo
que la nutricibn materna, ademas del ambiente intrauterino, tiene un papel

fundamental en la salud y desarrollo fetal (Buttriss et al, 2013).

De acuerdo con la “Hipdtesis de Barker’” o “del fenotipo ahorrador’, la
desnutricion in utero induce adaptaciones fisioldgicas y/o metabdlicas por parte del
feto para asegurar el suministro de nutrimentos a érganos vitales como el cerebro,
a expensas de otros, por ejemplo, el pancreas endocrino; y estos cambios o
adaptaciones aunque son benéficas en condiciones postnatales de desnutricion,
se vuelven perjudiciales en condiciones de una nutricion balanceada o una
sobrenutricién, llevando al desarrollo de enfermedades en la vida adulta, como la

diabetes tipo 2 (Duque-Guimaraes y Ozanne, 2013).

Barker y colaboradores asociaron el término “programacion” al cambio
permanente o a largo plazo en la estructura o funcién de un 6rgano, resultado de
un estimulo dafino en un periodo critico durante etapas tempranas de la vida
(Hales y Barker, 1992). Los resultados de esta programaciéon en el adulto,
dependen de la naturaleza de dicho estimulo, el momento en el que ocurre y la
duracion de éste (Gluckman et al, 2005; Gluckman y Hanson, 2004). La gestacion
se considera un periodo critico, ya que en esta etapa se lleva a cabo la
diferenciacion celular, asi como el desarrollo de los diferentes 6rganos, y algun

estimulo dafiino puede llevar a una funcién incorrecta de los mismos (Buttriss et al,



2013) determinando la salud metabdlica de la progenie a largo plazo (Lima et al,
2011).

Las primeras evidencias de dicho fendmeno fueron observadas en individuos
expuestos in utero a la hambruna holandesa en 1944, revelandose que una pobre
nutricibn materna, especialmente durante el ultimo trimestre del embarazo,
conlleva a una restriccion en el crecimiento del feto y estd asociada con una baja

tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina (Ravelli et al,1998).

1.1.2 Programacioén del desarrollo y el modelo de una dieta materna

baja en proteinas

Uno de los modelos que mas se ha utilizado para el estudio de la programacién
del desarrollo es el de una dieta materna baja en proteinas y se sabe que tiene
efecto sobre diversos o6rganos, por ejemplo, en la rata, este estimulo dafiino
durante la gestacién y/o la lactancia, se ha asociado con alteraciones en la funcion
reproductiva de las crias hembra, un retraso en el inicio de la pubertad, teniendo
como consecuencia una disminucion en la fertilidad y un envejecimiento
reproductivo prematuro (Guzman et al, 2014), mientras que en las crias macho,
tiene efectos sobre el crecimiento testicular, lo que conlleva a un retraso en la

maduracion sexual (Zambrano et al, 2005).

También puede tener un impacto negativo sobre el desarrollo normal del cerebro
del feto a través de cambios en el metabolismo de lipidos en el higado de la madre
alimentada con una dieta restringida en proteinas, ya que, en la madre, existe una
disminucién en la cantidad de aminoacidos y DHA, asi como una menor expresion
de las enzimas desaturasa y elongasa, mientras que en los fetos, una menor
cantidad de DHA (Torres et al, 2010).

Se ha reportado que durante la gestacion y/o la lactancia, se produce una
deficiencia en la secrecion de insulina estimulada por glucosa y un envejecimiento
prematuro de la funcién secretora de las células beta pancreaticas en las crias de

rata (Morimoto et al, 2012a; 2012b), ademas de que se alteran las proporciones



en el tamafo del islote y hay reduccion del numero de células beta
postnatalmente, modificando la ontogenia celular en el islote pancreatico, lo cual

pudiera impactar la funcién pancreatica en la vida adulta (Calzada et al, 2016).

En un estudio diferente, la disminucion en la secrecion de insulina inducida por
glucosa y en la proliferacion de las células beta, se asocio con el incremento del
miR-375, y, al normalizar sus niveles, se restaura la secrecion de la insulina,
concluyendo que los niveles del miR-375 son importantes para establecer una
adecuada funcion y masa de las células beta. La perturbacién de la expresion de
micro RNAs clave en el pancreas endocrino de la progenie, contribuye a los
efectos de la nutricion temprana en el establecimiento de la masa de las células
beta (Dumortier et al, 2014).

Adicionalmente, la dieta materna baja en proteinas aumenta la expresién del gen
de insulina | y Il, el transportador de glucosa GLUT2, asi como de los factores
transcripcionales KLF11 y ATF2, en los islotes pancraticos de crias de rata, siendo
la edad de 36 dias, la mas importante en la programacién de la expresion de estos

genes (Sosa, 2013).

Recientemente, Oliveira y colaboradores describieron, que en el ultimo trimestre
de la gestacion, una dieta materna baja en proteinas puede malprogramar la
capacidad de produccion de cortiscosterona en las crias de rata e incrementar la
susceptibilidad a esteatosis hepatica, ademas de un mal funcionamiento del

pancreas endocrino a largo plazo (de Oliveira et al, 2016).



1.2 El pancreas

El pancreas es una glandula vital debido a que tiene un papel fundamental en la
homeostasis de la glucosa y en la digestiéon, ademas, es de gran interés por las
enfermedades que le afectan, como la diabetes (Johansson y Grapin-Botton,
2002). En humanos consiste en un érgano de 70-150 g y de 15-25 cm de largo;
estad conectado al duodeno por la ampula de Vater, donde el principal conducto
pancreatico se une con el colédoco (conducto biliar comun) y se utilizan los
términos cabeza, cuerpo y cola para designar las regiones del 6érgano, de proximal
a distal (Figura 1), mientras que en roedores (Figura 2), el pancreas muestra una

forma irregular y menos definida (Slack, 1995).

Bazo
Pancreas

Islotes pancreéticos

Conducto biliar

Conducto biliar

comun Cola del pancreas

Enzimas
digestivas

Duodeno Células Alfa

Células Beta
Conducto pancredtico

Células acinares
Acinos

Cabeza del pancreas .
Cuerpo del pancreas

Figura 1. Esquema de la anatomia del pancreas humano. En la imagen se muestran las regiones
en las que se divide el pancreas: cabeza, cuerpo y cola. La parte de la cabeza esta alineada con la
curvatura alta del duodeno, el cuerpo se localiza por debajo del estémago y la cola a un costado
del bazo. También se pueden observar sus componentes de la parte exocrina en el tejido acinar
(células acinares) y de la parte endocrina (islotes pancreaticos). Tomado y modificado de Rdder et
al, 2016.
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Figura 2. Esquema comparativo del pancreas humano y de ratén. A) Esquema del pancreas
humano; B) Esquema del pancreas de raton; C) Islote de Langerhans en el humano; D) Islote de
Langerhans en el ratén; E) Distribucion de las células endocrinas alfa, beta, delta y PP en islote de

humano; F) Distribucién de las células endocrinas alfa, beta, delta y PP en islote de ratéon. Tomado

y modificado de Dolensek et al, 2015.



Su funcién es tanto endocrina, como exocrina. Los componentes del pancreas
endocrino son los islotes de Langerhans, conformados por células epiteliales
endocrinas separadas de la porcidén exocrina por una capa de fibras de colagena,
miden alrededor de 75 a 225 um de diametro y se distribuyen en mayor proporcién
en la cola del pancreas. Estan compuestos por 4 tipos de células secretoras de
hormonas. Las células alfa, beta, delta y PP (Figura 2), secretan glucagon,
insulina, somatostatina y péptido pancreatico, respectivamente (Johansson vy
Grapin-Botton, 2002). El glucagon incrementa los niveles de glucosa en sangre,
mientras que la insulina los reduce; la somatostatina inhibe a ambas hormonas y
el péptido pancreatico regula la actividad de la secrecién exocrina y endocrina del
pancreas, por lo que, en conjunto, estas hormonas regulan la homeostasis de la

glucosa en los vertebrados (Roder et al, 2016).

Las células beta, secretan insulina en respuesta a concentraciones elevadas de
glucosa en la sangre, por ejemplo, después de la ingesta de alimentos (Layden et
al, 2010). Conforme la glucosa es metabolizada por las células beta, aumenta la
produccion de ATP, lo cual hace que se incremente la proporcion ATP/ADP,
provocando el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP y la
despolarizacion de la membrana celular, conforme aumenta la despolarizacion, se
abren los canales de calcio dependientes de voltaje, permitiendo el flujo de este
ion al interior de la célula, la acumulacion de calcio tiene como consecuencia la
fusidn de los granulos que contienen insulina con la membrana y la subsecuente

liberacion de su contenido (Figura 3) (Layden et al, 2010; Henquin, 2000).
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Glucosa Caz"

despolarizacién de

la membrana

Metabolismo caz"'i ‘r

ATP/ADP ?

Liberacion de insulina

Figura 3. Esquema simplificado de la secrecion de insulina inducida por glucosa. ATP adenosin
trifosfato; ADP, adenosin difosfato; Ca2+, calcio; GLUT2, transportador de glucosa 2; Kir6.2,
subunidad del canal de potasio dependiente de ATP; SUR1, receptor de sulfonilureas; VDCC,

canales de calcio dependientes de voltaje. Tomado y modificado de Réder et al, 2016.

El deterioro de la funcién de secrecidon de insulina estimulada por glucosa, asi
como una disminucion en la masa de las células beta tienen un papel central en el

desarrollo de la diabetes tipo 2 (Martin-Gronert y Ozzane, 2012).

La insulina es regulada a nivel de la transcripcidén del gen hasta la secrecion de la
insulina. La transcripcion del gen de la insulina depende de la interaccién de
factores de transcripcion especificos, como el Pdx-1, MafA y NeuroD1/Beta2, con
elementos cis presentes en el promotor del gen, denominadas elementos E ,
elementos A (en donde abundan adeninas) y C1/RIPE3b (Melloul D, 2002). En el
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presente trabajo, se estudiaron los genes Pdx-1y MafA, de los cuales se hablara

mas adelante.

1.2.1 Desarrollo del pancreas

A partir de un conjunto de células progenitoras, el pancreas en estado embrionario
se transforma en un 6rgano maduro en donde se pueden distinguir tres tipos de

células: exocrinas, endocrinas y ductales.

Se puede dividir en tres etapas el desarrollo del pancreas, en la primera se inicia
la organogénesis pancreatica, en donde se presenta una proliferacién activa de las
células progenitoras pancreaticas. Durante la segunda hay crecimiento,
diferenciacion y asignacion de los diferentes linajes de las células pancreaticas,
mientras que, en la tercera, las células pancreaticas ya diferenciadas llevan a cabo
una remodelaciéon a través de procesos como la apoptosis, replicaciéon vy
neogénesis que finalmente llevaran a la maduracion del érgano (Dassaye et al,
2016)

Los factores transcripcionales son clave para el desarrollo del pancreas, ya que
estan involucrados en la organogénesis, el control de los mecanismos de
diferenciacion y el mantenimiento del fenotipo celular (Frantz, 2012), funcionan en
multiples niveles en donde se regulan el uno al otro o incluso se pueden
autorregular. La interaccién entre senales extrinsecas de tejidos no pancreaticos y
factores transcripcionales intrinsecos, forman una compleja red de regulacion
geénica, la cual culmina en los diferentes linajes celulares y tipos de tejido en el
pancreas en desarrollo (Figura 4) (Dassaye et al, 2016). Dicha complejidad se
debe a que algunos de los factores se expresan en mas de una ocasion durante la

diferenciacion y tienen mas de un papel durante el desarrollo (Frantz, 2012).

En roedores, durante la primera etapa participan los factores Hb9, Isl1, Hnf1p,
Hnf3-p/Foxa2, Hnf6/Onecut1, Sox17, Pdx1, Ptf1a, Sox9, Gata4, Gata6, mientras
que en la segunda y tercera etapa participan Ngn3, Hes1, Hnf6, Sox9, Pdx1,
Ptf1a, NeuroD1, Rfx3, Rfx6, Isl1, Arx, Pax4, Pax6, Nkx2.2, Nkx6.1, MafB, MafA y

12



Glis3 (Dassaye et al, 2016).

Nkx6.1
Nkx2.2 /
Pdx1/

Sox9/ /
Foxa2 __ Nkx6.1 NgnNour:
00 0
Células Progenitoras \
O~

wMafB .

MafB
—>

Células B (Pdx1,
Nkx6.1, MafA)

Células a (MafB,
Arx, Nkx2.2)

. Células Ductales

> Células Exocrinas

Figura 4. Esquema simplificado de la red transcripcional involucrada en el desarrollo del pancreas.

Tomado y modificado de Hang y Stein, 2011.
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1.2.2 Factores transcripcionales que regulan el desarrollo y funcién de

las células beta pancreaticas: Pdx1 y MafA

Como se menciond anteriormente, los factores de transcripcidén tienen un papel
vital en el desarrollo normal del pancreas, asegurando la diferenciacion de las
células endocrinas, y algunos de ellos, modifican la expresibn de genes
fundamentales para el funcionamiento de las células beta pancreaticas, como lo
es el factor de transcripcion homeobox 1 pancreatico duodenal (Pdx1), el cual
regula la transcripcion del gen de insulina, del transportador de glucosa GLUT2, la
glucocinasa y el Nkx6.1, por lo que se le considera el regulador maestro del
desarrollo pancreatico y de la diferenciacion de las células beta (Cerf et al, 2005).
En humanos, la pérdida de la funcion del PDX1 tiene como consecuencia
agenesia del pancreas, ademas, se ha reportado que los ratones heterocigotos
para Pdx1™" son intolerantes a la glucosa, tienen un incremento en la apoptosis

de los islotes, asi como una disminucion en la masa de éstos (Kaneto et al, 2007).

Otro de los genes fundamentales para la funcion de las células beta pancreaticas
es el factor de transcripcion homélogo A del oncogén de fibrosarcoma
musculoaponeurético (MafA), ya que es un regulador de la transcripcion del gen
de insulina y se ha visto que una reduccion en su actividad esta implicada en el
desarrollo de la disfuncion de las células beta (Zhang et al, 2005). La expresion del
gen de MafA se observa en etapas tardias en el desarrollo de la célula beta,
sugiriendo su importancia en el mantenimiento de ésta (Matsuoka et al, 2004);
ademas, se ha reportado que ratones knock out de este gen, desarrollan diabetes
como resultado de una disminucién en la expresién de genes especificos de las
células beta, una reduccion en la secrecion de la insulina y en la cantidad de estas
células, asi como una alteracion en la en la arquitectura del islote (Zhang et al,
2005).
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1.3 Regulacién transcripcional

La regulacion transcripcional (Figura 5) ocurre a nivel genético y epigenético (Lee

y Young, 2013); en este apartado, solamente el primero de ellos sera descrito.

General
ranscription

Insulator

factors ) Proximal
promoter . promoter
Transcription
start site

Figura 5. Esquema simplificado de la regulacion transcripcional. En la figura se muestra la region
promotora, que comprende el core o nucleo del promotor y el promotor proximal que contiene sitios
de union para los factores generales de transcripcion, asi como para factores transcripcionales (FT)
especificos. Los enhancers (potenciadores) y silencers (silenciadores) también tienen sitios de
unién para FT, y activan o previenen la transcripcion de los genes regulados. Los enhancers y
silencers interactuan con el promotor a través de la formacion de bucles. Los insulators (elementos
aisladores) actuan como limites, asegurando que solo el gen apropiado sea transcrito. Tomado y
modificado de Taher et al, 2015.

Los factores transcripcionales regulan la expresién génica mediante la union a

diferentes secuencias regulatorias, tales como los promotores o los elementos

15



potenciadores, asi como a través del reclutamiento de cofactores y la RNA

polimerasa Il (Lee y Young, 2013).

b BRE TATA |~ — — — — Inr p———- DPE
Elementos Caja TATA Elementos Elementos
de reconocimiento Iniciadores Promotores
para el factor rio abajo

TFIIB

Figura 6. Esquema del promotor minimo (core o nucleo del promotor). Tomado y modificado de
Butler y Kadonaga, 2002.

El promotor minimo (core o nucleo del promotor) (Figura 6) se define como la
secuencia de DNA que dirige el inicio preciso de la transcripcion de un gen
mediada por la RNA polimerasa Il (Juven-Gershon y Kadonaga, 2010). En las
secuencias promotoras, existen diferentes motivos consenso de union al DNA,
entre los mas comunes encontramos a la caja TATA, los elementos iniciadores
(Inr), los elementos de reconocimiento para el factor TFIIB (BRE) y los elementos
promotores rio abajo (DPE). Distintas combinaciones de estas secuencias
constituyen lo que se conoce como la "arquitectura" del promotor, la cual permite
establecer una combinacion unica y selectiva para el reconocimiento de moléculas
reguladoras. Estas secuencias suelen encontrarse cercanas al sitio de inicio de la
transcripcion dentro de un intervalo que va de +20 a -30 pares de bases en
relacion con el sitio de inicio de la transcripcién (Recillas y Escamilla, 2004).
Adicionalmente, existen los elementos distales, como los enhancers y silencers,
los cuales son mediadores positivos y negativos de la regulacion de la
transcripcion, respectivamente, ademas, los insulators que contribuyen a la

formacién de dominios transcripcionalmente activos (Taher et al, 2015).

A continuacion, se describe lo que se sabe de la regulacion transcripcional de los

genes estudiados en este trabajo.
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1.3.1 Regulacién transcripcional del gen Pdx1 en roedores

Ya que el Pdx1 tiene un papel fundamental en el desarrollo pancreatico, la
diferenciacién, asi como en el mantenimiento de las células beta, es muy

importante conocer la manera en que se regula su expresion en el pancreas.

La region codificante del Pdx71 se compone de 2 exones; el primero codifica para
la region amino terminal y el segundo, para el homeodominio y la region carboxilo
terminal (Melloul et al, 2002). En el humano se localiza en el cromosoma 13

(Stoffel, 1995), mientras que en la rata en el cromosoma 12 (Yokoi, 1997).

El Pdx1 no posee caja TATA, por lo que utiliza 3 sitios principales de inicio de la
transcripcion, seguido de una secuencia corta no traducida (UTR) en el extremo 5’
de aproximadamente 100 nucledtidos (Sharma, 1996); ademas contiene
elementos distales. En la rata, esta regién se encuentra aproximadamente a -6.2 y
-5.67 kb del sitio de inicio de transcripcion, en donde se unen los factores
transcripcionales HNF-3 y Beta2 (Figura 7), los cuales actuan de manera

cooperativa para inducir la expresion del Pdx1 (Sharma, 1997).

La regulacion especifica del Pdx1 recae en una secuencia del promotor proximal
que contiene un motivo caja E localizada a -104 pares de bases del sitio de inicio
de transcripcion, a la que se une un complejo en el cual se encuentra el factor
transcripcional USF1. Una forma dominante negativa de USF2 reduce la actividad
el promotor de Pdx1, asi como los niveles del mRNA y la proteina, lo cual conlleva
a una reduccion en la union del Pdx1 al promotor del gen de la insulina y
consecuentemente una disminucion en la expresion del gen de la insulina (Qian,

1999). La interaccién entre el USF1 y USF2 con la secuencia de la caja E en el
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promotor de Pdx1 parece tener una contribucién preferencial en la expresion de

este gen en la célula beta (Melloul et al, 2002).

HNF-3R
E47/p2 % +1
-6.2
Enhancer Promotor

Figura 7. Esquema de las regiones regulatorias de Pdx71. En la figura se muestra el promotor
proximal en donde se une USF1 y la regién del enhancer a -6.2kb con respecto al sitio de inicio de
la transcripcion en donde se unen HNF-3f y Beta2. Tomado y modificado de Melloul, 2002.

1.3.2 Regulacién transcripcional del gen MafA

Ademas del Pdx1, conocer la regulaciéon del gen MafA en el pancreas es
necesario ya que su correcto funcionamiento estd relacionado con el
mantenimiento de la identidad de la célula beta. EI gen MafA se localiza en el
cromosoma 8 en el humano, mientras que en la rata se encuentra en el 7, consta
de 2448 pares de bases y su region codificante se conforma por un exén (Yates et
al, 2016).

Para dirigir la transcripcion del gen MafA, los factores transcripcionales Pdx1,
FoxA2, Nkx2.2 (Raum et al, 2006) y HNF1a (Chad et al,2011), se unen a una
region regulatoria denominada R3, la cual se encuentra de -8118 a -7750 pares de
bases con respecto al sitio de inicio de transcripcién (Figura 8). En ausencia de

dichos factores, la expresion génica de MafA se ve reducida (Raum et al, 2006).
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Figura 8. Esquema de la region regulatoria de MafA de -7750 y -8118 pares de bases con respecto

Pdx1

-8118 -7750
Enhancer

al sitio de inicio de la transcripcion. En la figura se muestra el sitio regulatorio denominado R3, en
donde se unen los factores transcripcionales que participan en la regulacion de MafA, los cuales
son Pdx1, FoxA2 y Nkx2.2. Tomado y modificado de Aramata et al, 2007.

El gen de MafA se expresa en etapas tardias (dia embrionario e16.5-postnatal)
del desarrollo de las células beta, y como ya se menciond, uno de los factores que
regula su transcripcion es FoxA2, y se ha visto que una proteina llamada Onecut1
es un regulador negativo de la expresion de este gen. Mediante experimentos de
sobreexpresion de Onecut1 se encontré que la expresion de MafA se veia
disminuida ya que se alteraba la unién de FoxA2 a la region del enhancer de
MafA. Se encontré que la expresién de Onecut1 se ve aumentada en ratones
diabéticos mientras que la de MafA disminuye, por lo que en este estudio se
concluy6 que Onecut1 es un regulador negativo directo para la expresion de MafA
(Yamamoto, 2013).
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1.4 Regulacién epigenética

La definicion clasica de epigenética, se refiere a los cambios heredables en la
funcién génica que no pueden ser explicados por cambios en la secuencia de DNA
(Bird, 2002). La regulacién epigenética gira en torno a la arquitectura de la
cromatina y su efecto regulador sobre la expresion de los genes (Recillas y
Escamilla, 2004). Los organismos eucariontes tienen su DNA
compartamentalizado en el nucleo, formando la cromatina, la cual esta distribuida
como heterocromatina (regiones condensadas) y eucromatina (cromatina abierta)(
Hughes y Hawley ,2009). La unidad fundamental de la cromatina es el
nucleosoma, el cual esta formado por un octamero de histonas (dos de cada una,
H2A, H2B, H3 y H4) y 147 pares de bases de DNA (Felsenfeld y Groudine, 2003).

La estructura de la cromatina puede verse alterada de diversas maneras por
ejemplo, mediante el remodelamiento del nucleosoma que puede ser inducido por
los complejos SWI/SNF disefiados especificamente para esa tarea, y tipicamente
requiere la energia de la hidrdlisis de ATP; por modificaciones covalentes de las
histonas que ocurren en la region N-terminal y, por variantes de histonas que

pueden reemplazar una o mas de las histonas core.

Algunos de los elementos que participan en la regulacion epigenética
responsables de permitir que la expresion génica tenga un vinculo muy estrecho
con la estructura de la cromatina son la metilacion del DNA y las modificaciones
post-traduccionales de las histonas (Figura 9) (Recillas y Escamilla, 2004)

procesos de los cueles se hablara a continuacion.
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Accesible: activa

Nucleosoma

Modificacién de histona asociada
a transcripcion activa

Modificacién de histona asociada
a represion de la transcripcion

Condensada: silenciamiento Metilacion de DNA

Complejo de inicio de la
transcripcion

'@o%\-ﬂ»,@

Transcripcion activa

\* ) === No hay transcripcién

Figura 9. Representacion de una transcripcion activa con una cromatina laxa y del silenciamiento
de la transcripcion a través de la metilacion del DNA y modificaciones de histonas asociadas a
éste. En la figura se muestran cuatro nucleosomas, en la parte superior se observa a la cromatina
accesible, en donde hay modificaciones de histonas asociadas a la transcripcién activa (estrellas
azules), mientras que, en la parte inferior, se muestra una cromatina condensada en donde se
observa metilacion del DNA (circulos rojos) y modificaciones de histonas asociadas a represion de

la transcripcion (estrellas rojas). Tomado y modificado de Ozanne y Constancia, 2007.

1.4.1 Metilacion del DNA

La metilaciéon del DNA consiste en la adicién de un grupo metilo en la posicion 5’
de las citosinas (Figura 10), se requiere para el desarrollo embrionario, la impronta
genomica Yy la inactivacién del cromosoma X; alteraciones en la metilacién del

DNA se han asociado a diversas enfermedades., como el cancer.
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Figura 10. Metilacién de la citosina. Se adiciona un grupo metilo en la posicién 5’ de la citosina por
accion de las DNMTs. Tomada y modificada de Zhu et al, 2016.

Las citosinas metiladas se encuentran principalmente en dinucleétidos citosina-
guanina, también llamados dinucledétidos CpG (Li y Zhang, 2014), CpG se refiere a
una abreviatura que corresponde a una citosina seguida de una guanina
separadas por un fosfato, el cual une a los dos nucleétidos en el DNA. A las
regiones libres de metilacion en donde la frecuencia de CpGs es
aproximadamente 10 veces mayor que el promedio en el genoma (1 cada 100

nuledtidos) se les conoce como islas CpG (Antequera, 2003).

En el genoma, el DNA se encuentra metilado en los dinucledtidos CpG
aproximadamente del 70 a 80% (Li y Zhang, 2014), mientras que, el promotor de
los genes normalmente esta desmetilado (Kim et al, 2009). La metilacion de la
citosina puede interferir con la unién de factores transcripcionales en el promotor
provocando represidn en la expresidon génica sin embargo, existen estudios
(Weber, 2007) en donde se ha encontrado que promotores con bajas cantidades
de CpGs se encuentran metilados tanto en su estado activo como inactivo, lo cual
implica que bajas concentraciones de citosinas metiladas no impide la expresion

génica. La metilacion de la citosina en sitios CpG se puede llevar a cabo de
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manera indirecta, con la participacion de una familia de proteinas conocidas como
MBDs (proteinas con dominio de unién a CpGs), como lo son MeCP1 y MeCP2,
las cuales son atraidas y se unen a las citosinas metiladas (Li y Zhang, 2014),
reclutando proteinas con propiedades represivas asociadas a la cromatina (Figura
11), como lo son las desacetilasas de histonas (Bell et al, 2011). Sin embargo, se
ha encontrado que ademas de las MBDs, factores transcripcionales que carecen
de dominio de union a CpGs también pueden interactuar con DNA metilado (Zhu
et al, 2016).

Sin metilacion Metilacion

S @
@ =

Figura 11. Metilacion del DNA. La metilacién de DNA esta asociada al silenciamiento de los genes,

impidiendo la unién de factores transcripcionales a la region del promotor (a) o mediante el
reclutamiento de proteinas con sitios de unién a citosinas metiladas (b). Los circulos blancos
representan citosinas no metiladas, mientras que los negros, citosinas metiladas. Tomado y
modificado de Zhu et al, 2016.

El donador de grupos metilo es la S-adenosilmetionina (SAM), la cual, a través de
una reaccién dependiente de ATP, es sintetizada a partir de metionina (Figura 12)
(Anderson, 2012). Las metiltransferasas de DNA (DNMTs) son las enzimas

encargadas de catalizar la reaccion de metilaciéon a partir de SAM y afadir el
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grupo metilo al carbono 5’ de la citosina. Existen dos tipos de DNMTs, la de
mantenimiento (DNMT1), cuya funcion es mantener los patrones de metilacion en
el DNA, adicionando grupos metilo al DNA hemimetilado durante la replicacion; y
las de novo (DNMT3a y DNMT3b) las cuales establecen los patrones de
metilacion temprana en etapa embrionaria y durante la diferenciacion

(Subramaniam et al, 2014).

ATP Pi+PPi
Metionina SAM
DMG
Ciclo de la metionina Reacciones
de las metil-

transferasas

Betaina <*=| Colina SAH

v

Homocisteina

Figura 12. Ciclo de la metionina. En el ciclo de la metionina, ésta es convertida en SAM, donador
de grupos metilo, por la enzima MAT en un proceso dependiente de ATP. Los grupos metilo son
utilizados por la familia de las metiltransferasas dependientes de SAM para la metilacion de DNA.
ATP, adenosin trifosfato; BHMT, betaina homocisteina metil transferasa; DMG, dimetilglicina; MAT,
metionina adenosiltransferasa; Pi, monofosfato; PPi, difosfato; SAM, S-adenosilmetionina; SAH S-

adenosil homocisteina. Tomado y modificado de Yang y Vousden, 2016.
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La metilacién es un proceso dinamico, es decir, los grupos metilo pueden ser
removidos, ya sea mediante la inhibicion de la DNMT1 durante las divisiones
celulares (desmetilacion pasiva) o mediante la participacion de una familia de DNA

hidroxilasas llamadas proteinas TET (desmetilacién activa).

Los patrones de metilacion pueden ser transmitidos de célula a célula, sin
embargo, puede haber cambios a lo largo de la vida de un individuo debido a

respuestas fisioldgicas ante cambios en el ambiente o a procesos patologicos.

1.4.2 Modificaciones de las histonas

Las regiones amino terminales de las histonas sobresalen de la estructura globular
del nucleosoma, y pueden presentar modificaciones post-traduccionales (PTM)
como la acetilacion, metilacién, fosforilacion, ubiquitinacion y sumoilacién, las
cuales marcan a las histonas para regular su funcion, afectando la compactacién
de la cromatina, ya que debido a estas modificaciones se favorecen o relajan las
uniones de estas proteinas con el DNA, aumentando o disminuyendo la expresion

génica (Fischle et al, 2003; Recillas y Escamilla, 2004).
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1.5 Epigenética y estrés nutricional en el pancreas endocrino

Los factores ambientales pueden alterar el estado epigenético de ciertos genes y
modular su actividad (Jaenish y Bird, 2003). Dichas sefiales pueden influir en la
funcién celular, fisiologia de los tejidos y en la salud metabdlica (Jirtle y Skinner,
2007). Se ha demostrado que la nutricion modula la metilacién del DNA vy la
modificacion de las histonas (Sandovici et al, 2008). Aunque esta bien establecido
que la dieta puede influir en el epigenoma, existe evidencia de que la dieta durante
periodos criticos del desarrollo puede tener un efecto permanente sobre las
modificaciones epigenéticas de los promotores de algunos genes (Burdge y
Lillycrop, 2010).

La modulacién de estados epigenéticos provee un posible mecanismo por el cual
la dieta materna tiene efectos a largo plazo sobre la progenie (Ozanne y
Constancia, 2007). Esta programacién ha sido asociada a la metilacién de DNA y
a modificaciones en las histonas, influyendo asi en la regulaciéon de la expresion

génica y en la memoria celular.

Como se menciond anteriormente, en el pancreas existen diversos factores de
transcripcion fundamentales para un desarrollo y funcionamiento adecuado, uno
de ellos es el Hnf4a, el cual es necesario para la diferenciacion de las células beta
y la homeostasis de la glucosa, este gen cuenta con dos promotores, el proximal
P1 y el distal P2. Estudios realizados por Sandovici y colaboradores demostraron
gue una dieta materna baja en proteinas afecta la interaccién del promotor 2 del
Hnf4a con la regidn enhancer de este mismo gen, via metilacion del DNA y
modificaciones de histonas, comprometiendo asi, la salud metabdlica (Sandovici et
al, 2011).

Por otro lado, en el modelo de restriccién de crecimiento intrauterino (IUGR), se ha
reportado que la expresion del gen Pdx1 disminuye mediante mecanismos
epigenéticos. Se realizaron ensayos de metilacion de DNA y de modificaciones de
histonas, y se observé que, en la rata, a la edad de 2 semanas, no habia cambios
en la metilacion del promotor, sin embargo, la acetilacion en las histonas H3 y H4

disminuyé en el grupo IUGR, lo cual indica que la regulacién esta dada,
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principalmente, a través de modificaciones de las histonas (Park et al, 2008).

También se ha reportado que en islotes pancraticos de pacientes diabéticos la
metilacion en el promotor del gen Pdx1 se ve afectada, disminuyendo su expresién

comparado con los controles (Yang et al, 2012).

2. Planteamiento del problema

Una dieta baja en proteinas tiene efectos deletéreos en el pancreas de la
progenie, los cuales estan asociados con enfermedades metabdlicas como la
diabetes tipo 2, caracterizada por la disfuncién de las células beta pancreaticas.
Su correcto funcionamiento depende de la expresion de diversos genes, entre los
que se encuentran Pdx1 y MafA, que regulan la expresion del gen de insulina,
hormona de importancia vital en la homeostasis energética. Recientemente
nuestro grupo de trabajo reporté que una dieta materna restringida al 50% de
proteinas durante la gestacién y la lactancia, produce en las crias, un
envejecimiento prematuro de la funcion secretora del islote pancreatico, asi como
un incremento en la expresion del gen de la insulina. Ya que la nutricion es un
factor que influye en el desarrollo del feto y en mecanismos epigenéticos, es
necesario estudiar en un modelo animal el efecto de este tipo de dieta materna
durante la gestacion sobre la regulacion epigenética de los genes antes

mencionados, especificamente, sobre la metilacion de sus promotores.

3. Hipétesis

Dado que los factores transcripcionales Pdx1 y MafA regulan la expresion del gen
de la insulina y que por literatura se sabe que la dieta materna y la nutricion
intrauterina afectan el epigenoma de las crias, se piensa que los genes que
codifican a estos factores transcripcionales podrian regularse a la baja por la

metilacién de sus promotores.
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4. Objetivo

Estudiar la regulacion por metilacion de los promotores de los genes Pdx-1y MafA
y el efecto sobre su expresion génica en islotes pancreaticos de ratas macho F1

provenientes de madres con restriccion proteinica durante la gestacion.

5. Material y Métodos
5.1 Grupos experimentales

Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo las normas de uso y cuidado de
animales de laboratorio (NOM- 062- ZO0O-1999).

Se utilizaron 30 ratas hembras de la cepa Wistar, que, al cumplir 90 dias de edad,
se aparearon con ratas macho de la misma cepa, colocando en cajas 2 hembras
por cada macho. Para determinar el momento en el que quedaron prefiadas, se
les realizd un frotis vaginal, considerandose un resultado positivo la presencia de
espermatozoides. Las ratas prefiadas fueron separadas del macho para colocarla
en una caja nueva y asignarle aleatoriamente la dieta correspondiente, dieta
control (C) o dieta restringida en proteinas (R), la cual consumiria durante el
periodo de gestacion (ver composicion de las dietas en la Tabla1). Después del
periodo de lactancia, se les dio eutanasia a las madres, mientras que a las crias
se les alimentd con dieta control. Los estudios se llevaron a cabo en las crias

macho a dos edades, 36 (juveniles) y 90 dias (adultos jévenes) (Figura 13).
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crias crias crias
Dia O Dia 21 Dia 36 Dia 90
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Gestacion Lactancia Crecimiento

Figura 13. Esquema del modelo experimental. Las ratas prefiadas del grupo control (C) fueron
alimentadas con dieta control durante el periodo de gestacion, cuya duracion es de 21 dias, y
lactancia, mientras que las ratas prefiadas del grupo con restriccion (R), fueron alimentadas
durante la gestacién con dieta restringida en proteinas y en el momento de la lactancia, se les
asigno dieta control. Las crias de ambos grupos fueron alimentadas con dieta control hasta los 36 y

90 dias, que fue cuando se les dio eutanasia.
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Dieta control (%) Dieta restringida (%)

Caseina 20 10
Cistina 0.3 0.15
Colina 0.165 0.165

Mezcla de vitaminas 1 1

Mezcla de minerales 5 5)

Celulosa 5 5)

Aceite de maiz 5 5)
Almidon de maiz 31.76 37.34
Dextrosa 31.76 37.34

Contenido energético 3.85 Kcallg 3.85 Kcallg

Tabla 1. Composicion (%) de la dieta control y la dieta restringida en proteinas. Zambrano et al,
2005.

Los islotes pancreaticos se obtuvieron por el método de digestién con colagenasa,
y a partir del RNA total se llevé a cabo una RT-PCR para después estudiar la

expresion de los genes Pdx1y MafA con la técnica de PCR en tiempo real.

Con el fin de conocer el estado de metilacidon de los promotores de los genes Pdx-
1y MafA, se realizd la obtencion del DNA gendémico de los islotes pancreaticos y
los ensayos de deteccion de la metilacion de los promotores de los genes de
interés por la técnica de bisulfito de sodio y finalmente, se llevd a cabo una

secuenciacion de Sanger.
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5.2 Aislamiento de islotes pancreaticos por digestion con colagenasa

Se decapité a la rata con una guillotina e inmediatamente se colectdé su sangre
para la posterior obtencion del suero y cuantificacién de glucosa e insulina, una
vez hecho esto, se coloco a la rata en posicidn supina y se le limpié con alcohol.
Se corté la piel en el centro del vientre y el musculo por el centro, realizando un
corte diagonal de ambos lados hasta las costillas. Se llevd el musculo hacia atras
para poder cortar el esternén. Con pinzas de hemostasia se bloqued el conducto
de Wirsung para poder realizar un corte en el ampula de vater y canular. El
pancreas se insuflé con 10 mL de solucién de Hanks, para después escindirlo
cortando con microtijeras, colocandolo en un vaso de precipitados con solucion de
Hanks. Se fragmenté el pancreas en otro vaso de precipitados junto con 3 mg de
colagenasa, completando a 5 mL con la misma solucién. Se vacié en un matraz de
plastico y colocd en el bafo de agitaciéon a 37° C y una velocidad de 170 golpes
por minuto durante 5 min. El matraz se saco del bafio y sacudié con la mano
fuertemente 10 veces, después, se regreso al bafio de agitacion por 4 minutos. Se
vacié a un tubo de plastico de 50 mL y se llevd a 25 mL 6 30 mL segun el numero
de pancreas. Se centrifugd a 1000 rpm 3 minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante
dejando de 2 a 3 mL con la pastilla. Se completé el volumen a 25-30 mL con
solucion de Hanks y luego se centrifugd a 1000 rpm por 3 minutos a 4°C. Se retird
el sobrenadante dejando de 2 a 3 mL con la pastilla y se resuspendié para
después hacerlo pasar a través de una coladera; el volumen que se obtuvo se
paso a un tubo de plastico de 50 mL y se centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos. Se
retird el sobrenadante y se procedié a hacer un gradiente de ficol. A la pastilla se
le agregd 6 mL de ficol al 27% y se homogenizd en vortex, posteriormente se
adicionaron 3 mL de ficol a 23%, 20% y 11% por las paredes del tubo. Se
centrifugd a 2100 rpm por 15 minutos. Se colectaron los islotes de la interfase de

la ultima capa (11%) con una pipeta de plastico, tipo Pasteur, para proseguir con
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dos lavados, éstos se llevaron a cabo pasando los islotes a un tubo de plastico
con 15 mL de solucién de Hanks, posteriormente se centrifugé a 800 rpm por 5
minutos. Después del segundo lavado, se decanto el sobrenadante y los islotes se
vaciaron en una caja petri negra para recolectarlos con una micropipeta de 10 pL,
bajo el microscopio estereoscopico (Figura 14). Los islotes se colectaron en un
tubo de plastico de 1.5 mL, y por cada 250-300 islotes, se adicioné 1 mL de QlAzol

Lysis reagent para después almacenarlos a -70°C.

AISLAMIENTO DE }
ISLOTES PANCREATICOS

{ i—..
Obtencién de islotes, para Gradiente de Ficoll Digestién con Escision del pancreas Se insuflé el pancreas
después adicionar solucién de (23%, 20%, 11%) colagenasa con solucién de Hanks

lisis. Se almacenaron a -70°C

Figura 14. Proceso para la obtencién de islotes pancreaticos

5.3 Extraccion de RNA

Para la extraccién del RNA total se utilizé el mini kit RNeasy lipid tissue de Qiagen
(no. cat. 74804) siguiendo las indicaciones del fabricante, y la concentracién del
RNA se cuantifico en un Luminometro Biotek Synergy HT a una longitud de onda
de 260 y 280 nm.
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5.4 RT-gPCR

Se llevd a cabo la sintesis de DNA complementario a partir del RNA total con el kit
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit de Roche (no. catalogo 04379012

001) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

El estudio de la expresion génica se llevd a cabo mediante la técnica de PCR en
tiempo real utilizando el equipo Light Cycler 2.0 de Roche. Las condiciones
activacion de la Tag DNA polimerasa y desnaturalizacion del DNA fueron a 95°C
durante 10 minutos, 45 ciclos de amplificacion (95°C, 10 s; 60°C, 30 s; y 72°C, 1
s). Los oligonucledtidos y las sondas especificas para cada uno de los genes de
interés se disefaron utilizando el programa “Universal Probe Library Assay Design
Center” de Roche (Tabla 2).

(http://gpcr.probefinder.com/roche3.html)

Oligonucleétido sentido (5°-3’) Oligonucleétido antisentido (5’-3’) Exoén Cromosoma

MafA GACTTGCACAAGGGTCAAAGA CCGGGTTCAAAGGTGAGTTA 1 7
Pdx-1 GGAGGTGTTGTGCCCTCA CTAAGGCCGGAAGGCAGT 1 12
p-actina AAGGCCAACCGTGAAAAGAT ACCAGAGGCATACAGGGACA --- ---

Tabla 2. Secuencia de los oligonucledétidos de los genes de interés para la PCR en tiempo real.
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5.5 Extraccion de DNA genémico

Para la extraccion de DNA gendmico de islotes pancreaticos de rata se utilizo el
QIAmp DNA minikit de Qiagen (no. catalogo 51306) siguiendo las indicaciones del
protocolo para tejido y se cuantificé en un Luminometro Biotek Synergy HT a una
longitud de onda de 260 y 280nm. Para verificar la integridad del DNA, se llevé a
cabo una electroforesis horizontal, preparando un gel de agarosa al 1% vy
cargando 250 ng de DNA en cada pozo. Se utilizé una escalera de DNA de 1kb

como marcador de peso molecular (invitrogen no. cat. 10787018).

5.6 Estudio de metilacion

5.6.1 Metilacién global de DNA genémico

Se utilizé el kit Imprint Methylated DNA Quantification de Sigma-Aldrich (no. cat.
MDQ1) siguiendo las indicaciones del fabricante. Este kit se basa en el ensayo de
ELISA (Ensayo por inmunoadsrocion ligado a enzima) que utiliza un anticuerpo

anti-5-metil citosina.
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Procedimiento

* Union del DNA al pozo

Se utilizé una caja de 96 pozos y a cada uno se le agregaron 200 ng de DNA
diluido en solucion de union. Esta solucién se utilizé como blanco. Se cubrid e

incubd a 37°C durante 60 min.

Se adicionaron 150 uL de solucion de bloqueo directamente a cada pozo. Se

cubrié e incubd a 37°C durante 60 min.

Se removid el DNA vy la solucién de bloqueo de cada pozo. Se lavé tres veces

con 150 uL de amortiguador de lavado 1X.

Captura de DNA metilado

Se diluyo el anticuerpo de captura 1:1000 en amortiguador de lavado 1X. Se
adicionaron 50 uL de anticuerpo de captura diluido a cada pozo. Se cubri6 e
incubd a temperatura ambiente durante 60 min. Se removié el anticuerpo de

captura diluido del pozo.

Se lavé cuatro veces con 150 ul de amortiguador de lavado 1X. Se diluyé el
anticuerpo de deteccion 1:1000 en amortiguador de lavado 1X. Se agregaron
50 uL de anticuerpo de deteccion diluido a cada pozo. Se cubrié e incubd a

temperatura ambiente durante 30 min.

Se removio el anticuerpo de deteccion del pozo. Se lavo cinco veces con 150

uL de amortiguador de lavado 1X.
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Deteccion

Se agregaron 100 uL de solucién reveladora a cada pozo. Se cubridé e incubo a

temperatura ambiente protegido de la luz durante 1-10 min.

Se leyod la absorbancia a 450 nm en un lector de placas. Se calcul6 el nivel de

metilacion global relativa.

Para calcular los niveles de metilacion relativa al DNA control metilado se

realizo el siguiente procedimiento.

Single Point Method

Se obtuvo el promedio de la Asso (As4s0av) de las réplicas para el blanco, las

muestras y el DNA control metilado.

Se realizé el siguiente calculo para obtener el porcentaje de metilacion de las

muestras relativa al DNA metilado control:

[(A4s0 avMuestra- Asso avBlanco) / (Asso asDNA control metilado- Asso avBlanco] x100

5.6.2 Estudio de metilaciéon del DNA en los promotores de los genes
Pdx1y MafA

Se utilizdé el kit EZ DNA Methylation-Gold™ Kit de ZIMO Research (no. cat.
D5006), que se fundamenta en el método de conversién de DNA gendmico con
bisulfito de sodio, en el cual, las citosinas no modificadas se convierten en
uracilos, mientras que las citosinas modificadas no cambian durante el

tratamiento.
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Para la amplificacion del DNA convertido, se disefaron oligonucleétidos
especiales con el software Methprimer (http://www.urogene.org/methprimer/)
(Figura 15) para la region del promotor de MafA (Raum et al, 2006), y en el caso

de la regidn del promotor proximal del Pdx1, en donde se estudiaron 12 sitios

CpG, se tomaron como referencia los oligonucleétidos reportados por el grupo de

trabajo de la Dra. Rebeca Simmons (Park et al, 2008), cuyas secuencias se

muestran en la Tabla 3. Para las PCRs de punto final, se utilizd la polimerasa
Platinum Taqg DNA Polymerasa de Invitrogen (no. cat. 10966-030).

Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido Tam_ar"'lo L2
amplicén (pb)
Pdx1 AGGATAGGAGAGATTAGTTTGTTGA CTACAAACCAAACCTTAAAACACT 269
MafA TGGGGTTTGGTAAATGTTTTTATT  CCCTCCAACAAACACTTCAATATACT 265

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleoétidos para el estudio del perfil de metilacion de los
promotores de Pdx1 y MafA.

% Porcentaje GC

0 100 bp 200 bp 300 tp 400 bp 500 bp

CpG
F1 N
Oligonucledtido para DNA convertido con bisulfito Isla CpG
|

Figura 15. Representacion de los oligonucleétidos sentido y antisentido en la zona del promotor de
MafA obtenidos con el software Methprimer express. Las lineas rojas verticales corresponden a los

11 sitios CpG, el area iluminada de color azul indica una isla CpG.
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A partir de los productos de PCR, el DNA se sub-cloné en el vector pGEM-T Easy
de Promega (no. cat A1360) (Tabla 4), con el que se transformaron bacterias
competentes DH5a Top 10 para generar un gran numero de copias del plasmido
para su analisis por secuenciacion de Sanger de 10 clonas independientes por

cada tratamiento.

El procedimiento se llevdé a cabo adicionando las cantidades de los reactivos

mencionados a continuacion:

Reactivo Volumen 1X (uL)

Vector 0.5
T4 DNA Ligasa 1
Buffer 2X 6
Inserto 4.5

Tabla 4. Reactivos utilizados para la clonacion de los productos de PCR.

El volumen final de cada reaccion fue de 12ulL, una vez adicionados todos los
reactivos y el inserto, se incubd toda la noche y al dia siguiente las muestras se

dejaron a temperatura ambiente.

Después de la incubaciéon a temperatura ambiente, en zona estéril, se colocaron
20 uL de Xgal y 7 uL de IPTG [0.8M] y se distribuyeron con una varilla de vidrio
(previamente flameada) en placas con agar LB y ampicilina. Se colocé la caja en

una incubadora a 37°C durante 1h.

Por otro lado, se descongelaron las células competentes (bacterias competentes
DH5a Top 10). Una vez descongeladas, se agregaron 70uL de éstas a 6ulL de
cada reaccion de ligacion, se procedié a una incubacion en hielo durante 30

minutos, agitando manualmente cada 5 minutos.

38



Posteriormente, se dio un choque térmico de 1 minuto a 42°C y se incubo en hielo
por 3 minutos. Se adiciond 1 mL de medio LB y se transfirié a un tubo de cultivo.

Se incubd durante 1h, a 37°C con agitacion de 250rpm.

Una vez transcurrida la hora de incubacion a 37°C, se transfirid el volumen de los
tubos de cultivo a tubos de plastico de 1.5mL nuevos y estériles y centrifugé a

5000 rpm durante 5 minutos.

Se descartd el sobrenadante, procurando que quedara un volumen alrededor de
100uL en el cual se resuspendid el pellet. Se colocd todo el volumen de la
resuspensidn en la caja Petri con el agar LB (previamente adicionada con IPTG y
con Xgal), y se sembro6 en toda la placa con una varilla de vidrio. Se llevo a cabo
una incubaciéon de 37°C durante 12h. Después de la incubacion, se dejaron a
temperatura ambiente. Los cultivos se colocaron a 4°C. Se prepard el volumen
equivalente de medio LB tal que se adicionaron 4mL de éste a cada tubo por clona

de la siguiente manera: 50uL de Ampicilina 200 ug/uL---100mL de medio.

Se agreg6 a cada tubo 4mL de LB adicionado con ampicilina en zona estéril. Se
seleccionaron 15 colonias blancas de cada tratamiento, numerandolas vy

marcandolas con un circulo en el anverso de la caja.

Se requirieron 2 cajas con agar LB, las cuales se marcaron a la mitad y cada mitad
correspondia a un tratamiento. Con palillos estériles, se tomd la colonia
seleccionada y se sembrd estriando en el lugar correspondiente. Después, se
sumergio el palillo en los tubos con el medio LB liquido. Se incubaron los tubos a

37°C con una agitaciéon de 250rpm y las cajas a la misma temperatura por 12h.

De cada tubo de ensayo, se tomaron 1.5mL y se colocaron en tubos y se
centrifugé a 6000rpm durante 10 min, se decanté el sobrenadante y nuevamente
del tubo de ensayo, se vacio al tubo de 1.5mL, se centrifugd hasta utilizar todo el

cultivo.

Se adicioné a cada muestra 100 uL de solucion P1(glucosa 50mM, Tris-Cl 25mM,
EDTA 10mM) se agitd en vortex para resuspender el pellet, después se
adicionaron 200 ulL de la solucion P2 (NaOH 10M, SDS 10%), se agitd
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suavemente por inversidén y se dejé a temperatura ambiente por 10 min, después
se adicion6 150 ulL de la solucion 3 (acetato de potasio 5M, acido acético glacial,

agua), se dejé 10 min en hielo y se agité por inversidén 3 veces.

Se centrifugd a 14000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Se recupero el
sobrenadante (decantando a un tubo nuevo de 1.5mL). Se lavé con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Se centrifugé a 14 000 rpm. Se agregd 1 mL

de etanol absoluto y dejé precipitando toda la noche a -20°C.

Se centrifugdé a 14000 rpm a temperatura ambiente durante 5 min. Se decanto el
etanol y en una sanita se voltearon los tubos para dejar secar el pellet entre 15y

20 min. Para después adicionar 50 uL de H20 con RNasa.

Se prosiguio con las digestiones utilizando la enzima EcoRI (no. cat. R0101S), las

cantidades de los reactivos que se utilizaron se mencionan a continuacion:

DNA 3
Buffer 25
Enzima EcoRI 0.2
H20 19.3

Tabla 5. Reactivos utilizados para las digestiones.

El volumen final fue de 25 uL. Se incubd toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se
llevé a cabo una electroforesis para observar los insertos de interés. Corroborado
esto mediante el gel, entonces se tomaron las muestras de los parches con un
palillo estéril y se colocaron dentro de un tubo de ensayo con 5mL de medio LB
liquido adicionado con ampicilina. Se incubaron a 37°C, 250 rpm durante 12h. De
cada tubo de ensayo, se tomaron 1.5mL y se colocaron en tubos y se centrifugé a
6000rpm durante 10 min, se decant6 el sobrenadante y nuevamente del tubo de

ensayo, se vacié al tubo de 1.5mL, se centrifugd hasta utilizar todo el cultivo. Ya
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que quedaron los pellets, se procedié a la extraccion del DNA con el kit GeneAll

Hybrid-Q (no. catadlogo 100-102) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Una vez extraido el DNA, las muestras se mandaron al laboratorio GENEWIZ para
su analisis por secuenciacion de Sanger, 10 clonas independientes por cada

tratamiento.

5.7 Analisis estadistico

Los valores son expresados como la media + EE. del numero de experimentos
realizados (indicado en cada pie de las graficas). El analisis estadistico se realizé
utilizando una prueba de t de student. Un valor de p<0.05 considerd
estadisticamente significativo. Para el porcentaje de la metilacion en los
promotores se realizd una prueba no paramétrica. Un valor de p<0.05 consider6

estadisticamente significativo.
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6. Resultados
6.1 Medicién de glucosa e insulina en suero

Se cuantificaron los niveles de glucosa en suero de las crias macho de 36 y 90
dias de edad con un analizador automatico y la insulina con el método de

radioinmunoanalisis (RIA). Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Edad (dias) 36 90

n=5 c R Cc R
[Glucosa] mg/dL | 108+7.61 106.418.37 119.646.329 119.6+12.52
[Insulina] ng/mL | 0.161£0.05  0.167+0.05 1.127+0.214* 1.129+0.2*

Tabla 6. Resultados de glucosa e insulina en suero. Concentracion de glucosa e insulina sérica
en crias macho de 36 y 90 dias de edad provenientes de madres alimentadas con dieta control (C)
o dieta restringida en proteinas (R) durante la gestacion. Los resultados representan la media + EE.

n=5 *P<0.05 comparado contra el mismo grupo a 36 dias de edad.

Se encontré que los valores de glucosa no variaron entre grupos ni entre las dos
edades, en cuanto a la insulina, tampoco se hallaron diferencias significativas
entre grupos a la misma edad, sin embargo, al comparar este parametro a los 36 y
a los 90 dias dentro del mismo grupo, C o R, hubo un aumento estadisticamente

significativo en las crias de 90 dias de edad.

Para determinar el efecto de una restriccidén proteinica materna sobre la expresién
de los factores transcripcionales Pdx1 y MafA, se llevaron a cabo ensayos de PCR

en tiempo real utilizando como control el gen constitutivo f-actina.
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6.2 Estudio de la expresién del gen Pdx1 en ratas macho F1

A los 36 dias de edad, se observa un aumento significativo en la expresion del gen
Pdx1 en los islotes pancreaticos de las crias provenientes de madres con una
dieta restringida en proteinas durante la gestacién con respecto al grupo control,
mientras a la edad de 90 dias, existe una tendencia al incremento en la expresion
de este gen en el grupo restringido comparado con el grupo control, sin embargo,
no fue un cambio estadisticamente significativo, por otro lado, al comparar entre
edades, existe una disminucién estadisticamente significativa en el grupo R a 90

dias comparado con el grupo R a 36 dias de edad (Figura 16).

Expresion relativa del gen Pdx-1 en islotes de crias macho de 36 dias Expresion relativa del gen Pdx-1 en islotes de crias macho de 90 dias
14 4 3.0 -
12 4 *

25+

2.0 4

MRNA de Pdx-1 (UA)
MRNA de Pdx-1 (UA)
P

0.5 4

0.0 -

Figura 16. Expresién relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen Pdx1 con respecto al gen f3-
actina en islotes pancreaticos de ratas macho F1 de 36 y 90 dias de edad. C: Crias provenientes
de madres alimentadas con dieta control, R: crias provenientes de madres alimentadas con dieta

restringida durante la gestacién. Los resultados representan la media £+ EE. n=3 experimentos

independientes. *p<0.05 comparado con el control.
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6.3 Estudio de la expresién del gen MafA en ratas macho F1

Al igual que el gen Pdx1, a los 36 dias de edad, se observd un aumento
significativo en la expresion del gen MafA en los islotes pancreaticos de las crias
provenientes de madres con una dieta restringida en proteinas durante la
gestacion con respecto al grupo control, mientras que a la edad de 90 dias, existe
una tendencia al incremento en la expresion de este gen en el grupo restringido
con respecto al grupo control, aunque estadisticamente no fue un cambio
significativo, al comparar entre mismo grupo y diferente edad, no se encontrd

diferencia significativa (Figura 17).

Expresion relativa del gen MafA en islotes de crias macho de 36 dias Expresion relativa de MafA en islotes de crias macho de 90 dias

51 1.8 4

%k 16

0.8 q

0.6

mRNA del gen MafA (UA)
mRNA del gen MafA (UA)

0.2 4

Figura 17. Expresioén relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen MafA con respecto al gen f3-
actina en islotes pancreaticos de ratas macho F1 de 36 dias de edad. C: Crias provenientes de
madres alimentadas con dieta control, R: Crias provenientes de madreas alimentadas con dieta
restringida durante la gestacién. Los resultados representan la media £+ EE. n=6 experimentos

independientes. *p<0.05 comparado con el control.
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Debido a que a la edad de 36 dias se encontraron cambios significativos en los
niveles de expresion de ambos genes, y que a las modificaciones epigenéticos se
les ha descrito como potenciales mecanismos detras de la programacién del
desarrollo (Bianco-Miotto, 2017), se decidié evaluar si la regulacion de estos

factores de transcripcion era via metilacién del DNA.

6.4 Anadlisis de metilacion global de DNA genémico de islotes

pancreaticos de ratas macho de 36 dias

Se verificd la integridad de las muestras de DNA gendmico que se utilizarian para
los ensayos de metilacion mediante un gel de agarosa al 1% (Figura 18). Se
observa que todas las bandas tienen un tamano mayor a 12kb, por lo que la

integridad es adecuada para los experimentos posteriores.

S —— W W W W — - 12kb

Figura 18. Integridad de las muestras de DNA gendmico utilizadas en el ensayo de metilacion
global. En el gel se observan seis muestras diferentes correspondientes al grupo control,
representadas con C y seis muestras correspondientes al grupo restringido, representadas con R.
Escalera de DNA de 12kb.
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Una vez comprobada la integridad de las muestras de DNA, se llevo a cabo el

ensayo de la metilacion global, los resultados se muestran en la Figura 19.

% DNA metilado

C R

Figura 19. Porcentaje de DNA metilado en islotes pancreaticos en crias macho de 36 dias de
edad. C: Grupo control, R: Grupo con restriccidon proteinica. n=5, los datos representan la media +

EE.

Se observa una tendencia a la disminucion en la metilacién global del grupo
restringido comparado con el grupo control. Dada esta tendencia observada, se
decidié estudiar la metilacion en cada residuo de citosina en los promotores de los

genes de interés.
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6.5 Analisis de metilacién de los promotores de Pdx1 y MafA con la técnica

de bisulfito de sodio

Se utilizd6 el DNA gendémico de dos ratas macho de 36 dias de edad del grupo
control y dos del grupo restringido de madres diferentes y se verificé su integridad

en un gel de agarosa al 1% como se muestra en la Figura 20.

12 kb

Figura 20. Integridad de las muestras de DNA gendmico utilizadas en el andlisis de metilacién de
los promotores. En el gel se observan dos muestras diferentes correspondientes al grupo control,
representada con una C y la otra muestra correspondiente al grupo restringido, representada con

una R.

Una vez comprobada la integridad, se procedié a la conversion de ese DNA

genomico y la subsecuente PCR de punto final. A continuacion, se muestra un gel
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representativo de agarosa al 2% de los productos de PCR de MafA (Figura 21) y
Pdx1 (Figura 22) en donde se utilizaron los oligonucleotidos especiales que
hibridarian con un DNA convertido. Como control se utilizé DNA gendmico en
donde estos oligonucledtidos no deberian hibridar. El tamafio del amplicén es de
265 y 269 pares de bases, respectivamente, lo cual concuerda con lo que se

observo en los geles.

600 pb

300 pb

Figura 21. Gel de agarosa que muestra los productos de PCR convertidos con bisulfito de sodio
correspondiente al promotor de MafA para el grupo control y restringido. Tamano del amplicon: 265

pares de bases.
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600 pb

300 pb

Figura 22. Gel de agarosa que muestra los productos de PCR convertidos con bisulfito de sodio
correspondiente al promotor de Pdx1 para el grupo control y restringido. Tamano del amplicon: 269

pares de bases.

Una vez obtenidos los productos de PCR deseados, el DNA se sub-cloné en el
vector pGEM-T Easy con el que se transformaron bacterias competentes DH5a
Top 10 para generar un gran numero de copias del plasmido para su analisis por
secuenciacion de Sanger de 10 clonas independientes por cada tratamiento. En

las figuras 23 y 24 se muestra la representacion de los resultados obtenidos.

Para la region regulatoria de MafA, se encontré6 que el numero de citosinas

metiladas en el grupo restringido fue significativamente menor comparado con el
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grupo control, indicando una hipometilacion (Figura 23). Para la regidén regulatoria

de Pdx1 no se observaron citosinas metiladas en ninguno de los dos grupos
estudiados (Figura 24).
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Figura 23. Estado de metilacion de DNA de la region regulatoria R3 de MafA (Raum et al, 2006).
Los circulos blancos representan citosinas no metiladas y los circulos negros citosinas metiladas.

Se analizaron 11 sitios CpG. Las lineas horizontales representan a las clonas. n= 2.
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Figura 24. Estado de metilacién de DNA del promotor proximal de Pdx1 (Park et al, 2008). Los
circulos blancos representan citosinas no metiladas y los circulos negros citosinas metiladas.Se

analizaron 13 sitios CpG. Las lineas horizontales representan a las clonas. n= 2
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7. Discusion

La hipotesis de Barker o programacion del desarrollo propone que, si existe un
estimulo danino durante ventanas criticas del desarrollo, como la gestacién, el feto
desarrollard mecanismos compensatorios para beneficiar a 6rganos vitales, como
el cerebro, a expensas de otros, como el pancreas endocrino (Barker 1995;
Gluckman et al, 2008). Durante el presente estudio, se trabajé con un modelo de
rata, de una dieta materna baja en proteinas durante la etapa de gestacion para
estudiar su efecto en el pancreas de las crias macho a la edad de 36 y 90 dias. Lo
primero que se midio, fueron los niveles de glucosa e insulina en sangre en ambas
edades, en donde no se observaron diferencias significativas entre el grupo control
y restringido, sin embargo, en estudios previos dentro del grupo de trabajo
(Morimoto et al, 2012a) se observo en islotes pancreaticos de rata in vitro, que a
la edad de 36 dias, la respuesta secretora de la insulina a dos concentraciones
diferentes de glucosa (5mM y 11 mM) aumenté en crias macho provenientes de
madres alimentadas con una dieta baja en proteinas durante la gestacion con
respecto al grupo control, lo cual sugiere un mecanismo compensatorio que
incrementa la secrecion de insulina para mantener las concentraciones normales

en de esta hormona en sangre.

La expresiéon del gen de la insulina estd regulada por diversos factores
transcripcionales, entre los que se encuentran Pdx1 y MafA, los cuales son de vital
importancia para la secrecion de insulina inducida por glucosa. En este trabajo, se
observo que, a los 36 dias de edad, la expresidn génica de ambos factores en
islotes pancreaticos de rata aumenta de manera significativa en el grupo
restringido (R) comparado con el control (C), mientras que a la edad de 90 dias no
se observa tal diferencia y los niveles de expresion génica vuelven a estar al
mismo nivel que el grupo control. Este aumento en la expresién, a su vez, podria
estar provocando el aumento en la expresién del gen de la insulina observado en

otros estudios de nuestro grupo de trabajo (Sosa, 2013).

El modelo de restriccion proteinica materna es uno de los mas utilizados en el
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estudio de la programacién del desarrollo, y podemos comparar los resultados
obtenidos en este trabajo con lo demostrado por Arantes y colaboradores en
2002, quienes manejaron tres grupos experimentales, en el primero, a las madres
se les alimentd con dieta control durante la gestacion y la lactancia (C), en el
segundo con una dieta baja en proteinas durante la gestacion y lactancia (LP), y
en el tercero, solamente se les alimentd con dieta restringida (R) en proteinas
durante la gestacion y al comienzo de la lactancia se les cambié la dieta a control.
Estos autores encontraron que, en ratas de 28 dias de edad, los niveles de mRNA
de Pdx1 en el grupo C y LP eran iguales y en el grupo R aumentaban con

respecto al control (Arantes et al, 2002).

Por otro lado, Rodriguez-Trejo y colaboradores también observaron un aumento
en la expresion del gen Pdx1 en ratas de 7 dias de edad provenientes de madres
alimentadas con dieta restringida en proteinas durante la gestacion y control

durante la lactancia (Rodriguez-Trejo et al, 2012).

Los datos de Pdx1 obtenidos en este trabajo sugieren que el aumento en la
expresion en el grupo restringido, con respecto al control, puede representar un
mecanismo compensatorio para inducir la transcripcion del gen de la insulina y
mantener los niveles de glucemia, que como lo muestra en la Tabla 2 son
similares en ambos grupos; y aunque al principio podria ser benéfico este
aumento en la expresion del gen de la insulina, a largo plazo, podria darse un
agotamiento de la célula beta pancreatica. Ademas de que seria importante
determinar la cantidad de proteina para saber si se esta presentando otro tipo de
regulacion, ya que Arantes y colaboradores encontraron que, a nivel de la
proteina, Pdx1 en el grupo C y R no presentaban diferencias, mientras que el LP
mostraba una disminucion, indicando una regulacion postranscripcional del gen
(Arantes, 2002).

Los mecanismos detras de la programacién del desarrollo se le atribuyen a la
epigenética, principalmente a la metilacion del DNA y a las modificaciones de
histonas, y ya que se observaron cambios en la expresion génica a la edad de 36

dias, se decidio llevar a cabo un estudio de metilacion global, en donde, aunque
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no se observa un cambio estadisticamente significativo, la tendencia muestra que
en el grupo R disminuye, indicando una hipometilacion en este grupo comparado
con el control. El donador de grupos metilo es SAM (S-adenosilmetionina), y se ha
visto que en dietas deficientes en proteinas podria disminuir esta donacién debido

a la baja en la fuente, que en este caso seria la metionina (Pogribny et al. 2006).

A pesar de esto, no se tienen datos de la regulacion epigenética del Pdx1 en el
modelo de restriccion de proteinas. Lo que se conoce es que, en el modelo de
restriccién del crecimiento intrauterino (IUGR, por sus siglas in inglés), en donde
hay un déficit de nutrimentos en general, Park y colaboradores evaluaron la
regulacion epigenética del Pdx1, para ello, estudiaron diferentes edades, 2
semanas y 3 meses de edad, en donde no observaron cambios en la metilacion
sino en el enriquecimiento de marcas de histonas asociadas a la represion de la
transcripcion (Park et al, 2008), y en el presente trabajo, tampoco se encontré una
diferencia en los niveles de metilacién del promotor proximal de Pdx1 entre grupos

ni entre edades.

Después de obtener los datos de metilacidon global, se decidié averiguar si esta
tendencia se veia a nivel de los promotores de los genes de interés y se llevd a

cabo el ensayo de metilacion mediante la conversion con bisulfito de sodio.

+1

=4
——s - — el
-275 bp USF-1 Exon 1

Figura 25. Region proximal del promotor de Pdx-1 (Park, 2008).
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La region del promotor proximal (Figura 25), en donde se asocia el factor de
transcripcion USF1, es muy significativa, ya que incluye una isla CpG altamente
conservada y, segun algunos reportes, es la regibn mas importante para la
regulacion de la transcripcion de Pdx1 (Qian, 1999; Melleoul, 2002). En el
presente estudio, se encontrd, que esta region no se encuentra metilada en los
islotes pancreaticos de las crias de 36 dias de edad del grupo control, asi como
del grupo restringido, lo cual sugiere, que el mecanismo de regulacion epigenética
no es via metilacion del DNA o que en esta region en particular no se ve afectada,
ya que existe otra area para su regulacion que se encuentra a -6.2kb con respecto
al sitio de inicio de la transcripcion (Melloul, 2002). Ademas, existen otros
mecanismos epigenéticos, tales como, las modificaciones de histonas. Por
ejemplo, la marca de H3K4me3 esta asociada a genes transcripcionalmente
activos, y se reporté que en ratas fetales del modelo de IUGR (Park, 2008) no
hubo diferencia entre los niveles de metilacién de la H3K4 entre las ratas control y
las del grupo IUGR, mientras que a las de dos semanas de edad disminuyé y a los
6 meses estaba totalmente ausente. La pérdida de la trimetilacién de H3K4, puede
iniciar la dimetilacion de la lisina 9 en la H3, modificacion asociada a un estado de
heterocromatina. En el trabajo de Park y colaboradores (Park et al, 2008), se
observo que las marcas de histonas tuvieron una mayor influencia en la regulacién
epigenética del gen Pdx-1, y aunque se observaron resultados distintos en este
modelo y en el de restriccion de proteinas, la regulacién epigenética en nuestro

modelo, podria estar dada por esa via.

En el mismo modelo de restriccién de proteinas, pero en higado, se observa que
la acetilacion global de H3 aumenta (Nowacka-Wozuk, 2018). La evaluacién de la
acetilacion global de H3 mostré un aumento significativo en higados fetales en la
F1, mientras que a las 4 semanas de edad esta diferencia no se mantenia. En los
fetos del grupo con restriccion de proteinas el incremento de la acetilacion en la
H3 tuvo una correlacion positiva con la expresion génica de los genes estudiados.
Estos resultados indican que la dieta con restriccion proteinica en etapa prenatal

puede afectar la actividad de los genes involucrados en mecanismos epigenéticos
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en el higado a lo largo de generaciones, ademas de influir en el estado de

acetilacion gobal de la H3 en higado fetal.

El gen MafA, a diferencia de otros factores de transcripcion, solamente se expresa
en células beta en etapas tardias del desarrollo, se han descrito seis areas que
regulan la expresion de este gen mediante la union de factores transcripcionales
como el FoxA2 y Pdx1, concluyendo que la regién distal localizada de -7772 a -
8888 pares de bases con respecto al sitio de inicio de la transcripcion es la mas
importante para su regulacién (Raum et al, 2006). A pesar de la importancia de
este gen, no existen muchos estudios que describan su regulacion a nivel
epigenético, en el presente trabajo, debido a los cambios observados en la
expresion génica de MafA en los islotes de crias de rata macho de 36 dias de
edad, se decidio explorar el papel de la metilacion del DNA en la regulacion de la
expresion de este gen y se observo que en el grupo restringido hay un numero
menor de citosinas metiladas comparadas con el grupo control, lo cual concuerda
con el incremento en la expresidén del gen en los islotes pancreaticos de estas
crias. Se sabe, que la no metilacion en los promotores, esta asociada a un
aumento en la transcripcidn y a una cromatina relajada, ya que, al no estar
presentes los grupos metilo en las citosinas que forman parte de los dinucleétidos
CpG, no habria impedimento para la unién de factores de transcripcion
importantes para la expresion génica o bien, ya que las proteinas MBDs
reconocen al grupo metilo, no tendrian donde unirse por lo que no reclutarian a los
remodeladores de la cromatina, desacetilasas de histonas ni metilasas asociadas

a la represion de la expresion de los genes.

Alejandro y colaboradores, reportan que, en un modelo de restriccion de proteinas,
la expresion del gen MafA en ratones a una edad de 90 dias (adultos) no mostré
una diferencia significativa comparado con el grupo control (Alejandro et al, 2014),
lo cual concuerda con lo encontrado en el presente trabajo, sin embargo, a edades

juveniles, no hay informacion reportada.

La metilacion es un proceso que se lleva a cabo durante la replicacion, los

patrones de metilacion se mantienen debido a la actividad de la DNA
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metiltransferasa Dnmt1 La pérdida de la actividad de metilacion puede resultar de
una desmetilacion pasiva, que esta asociada a un pérdida gradual de la actividad
de la DNA metil transferasa de mantenimiento DNMT1 cuyo blanco es el DNA
hemimetilado, o de una activa, en donde se involucran las proteinas TET y la
oxidacion de la 5mC a 5hmC (Hill et al, 2014; Branco et al, 2011), por lo que una
posible explicacion a lo encontrado en este trabajo en el grupo R, en el que se
observa la tendencia a un menor porcentaje de metilacion en el promotor distal de
MafA, es que el patron de metilacion del DNA cambia, lo que haria que se
expresara mas el gen a consecuencia de la deficiencia de proteinas en la dieta
materna, especificamente del aminoacido metionina, y se ha visto que dietas
deficientes en donadores de grupos metilo resulta en hipometilacién global del
DNA en roedores (Pogribny et al, 2006).

Una de las limitantes del presente estudio es que la técnica utilizada para medir
los niveles de metilacion, es que no detecta diferencia entre la 5-metil citosina e
hidroximetil citosina, que indica el proceso de oxidacion relacionado con la

desmetilacion activa. (Huang, 2010).

Por otro lado, el aumento en la expresién del gen se tendria que corroborar con
los niveles de proteina. Podria estar llevandose a cabo una compensacion con el
fin de expresar la suficiente cantidad del factor MafA para regular al gen de la
insulina, sin embargo, como se menciond previamente, a largo plazo esto podria
llevar al agotamiento de la célula beta, lo cual traeria efectos negativos para la cria

en términos metabdlicos.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que una dieta materna baja en
proteinas aumenta la expresién génica de Pdx-1y MafA, sin embargo, en el primer
caso no se observo diferencia en los niveles de metilacion entre los grupos,
sugiriendo que otros mecanismos epigenéticos podrian estar involucrados. En el
caso de MafA, aunque se observéo menor metilacién en el grupo de restriccion de
proteinas, y que podria ser en parte responsable del aumento en la expresion
génica de MafA, se deben estudiar otros mecanismos epigenéticos que podrian

estar involucrados.
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8. Conclusiones

Una dieta materna baja en proteinas aumenta la expresién de los genes Pdx-1y

MafA en islotes pancreaticos de ratas macho a los 36 dias de edad.

A los 90 dias de edad, una dieta materna baja en proteinas no afecta la expresion

de Pdx-1 ni de MafA en islotes pancreaticos de ratas macho.

La regulacion de la expresion de Pdx-1 en crias macho de ratas alimentadas con
una dieta restringida en proteinas, no es via metilacion del DNA en la region

estudiada.

Para MafA, aunque se observo una hipometilacién en la region estudiada en los
islotes pancreaticos de crias macho por efecto de una dieta materna restringida en

proteinas, no se descartan otros mecanismos regulatorios de la expresién génica.

9. Perspectivas

* Estudiar las modificaciones post-traduccionales de histonas en el
promotor proximal de Pdx-1y de MafA

* Estudiar las modificaciones post-traduccionales de histonas en la region
distal del Pdx-1

* Estudiar la expresion del gen que codifica a la DNMT1 y ver la
correlacion con los niveles de metilacion de los genes estudiados en

este trabajo.
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