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Resumen— La metilacion del ADN juega un papel
importante en la regulacion de la transcripcion de genes,
compactacion de la cromatina, la impronta del genoma, y la
inactivacion del cromosoma X en mamiferos. Actualmente
existen objetivos en la investigacion epigenética en relacion a la
obesidad y metilacién, ya que se ha asociado a procesos clave del
metabolismo, tales como adipogénesis, metabolismo energético,
almacenamiento y utilizacion de lipidos y regulacion del apetito,
es por ello que el objetivo de este trabajo es desarrollar un
método de deteccion de la metilacién del ADN usando un
biosensor que emplee como transductor la microbalanza de
cristal de cuarzo con monitoreo de disipacion (QCM-D). Se
aplicé este método para detectar la regién rs9939609 del gen
FTO metilada, empleando también la enzima MspJI, especifica
para la restriccion de sitios metilados. Los resultados indican
que es posible detectar ADN metilado y no metilado mediante
este biosensor, ademas muestran que este método es sensible a
la metilacién del ADN y es apto para la evaluacion de enzimas
de restriccion.
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I. INTRODUCCION

Los principales procesos epigenéticos que podrian influir

en el desarrollo de obesidad, debido a su papel en la
regulacion de la expresion de genes relacionados con ella son
la metilacién del ADN en sitios CpG y modificaciones de la
cadena de aminoacidos terminales de las histonas, como la
metilacion, acetilacion y otras reacciones [1,2].
La metilacion del ADN juega un papel importante en la
regulacion de la transcripcion de genes, compactacion de la
cromatina, la impronta del genoma, y la inactivacion del
cromosoma X en mamiferos [3].

Actualmente existen objetivos en la investigacion
epigenética en relacion a la obesidad y metilacion como la
busqueda de biomarcadores epigenéticos para pronosticar
problemas de salud, para entender la relacion entre factores
ambientales relacionados con obesidad y para estudiar
estrategias terapéuticas novedosas [2]. Por el momento se han
descrito 130 genes relacionados con la obesidad, se destaca
las mutaciones en el gen ALKBH9 o mas conocido como
FTO (Fat mass and obesity-associated protein) considerado
como uno de los determinantes genéticos mas fuertes de
riesgo de obesidad en seres humanos [3]. Algunos de
polimorfismos del gen FTO se han asociado con la masa grasa
y la obesidad [4]. Una de estas variantes genéticas

(rs9939609), situada en la region promotora de FTO, se ha
relacionado con un mayor riesgo de obesidad, en algunos
estudios ha sido claramente demostrada ya que podria
participar en el control central de la homeostasis energética,
con el aumento del IMC, peso corporal y el aumento de
ingesta [5].

La metilacion de las islas CpGs se ha asociado a procesos
metabdlicos clave relacionados con la obesidad, tales como
la  adipogénesis, el metabolismo energético, el
almacenamiento y utilizacion de lipidos, la inflamacion la
sefializacion insulinica y la regulacion del apetito [1]. La
metilacion del ADN es una modificacion quimica de la
esctructura inducida por grupos de enzimas conocidas como
ADN metil transferasas que unen covalentemente un grupo
metilo (-CH3) al carbono 5 de la citosina. Se ha considerado
un tema potencial para investigar ya que se ha orientado al
disefio de tratamientos tomando en cuenta las caracteristicas
individuales del paciente, al desarrollo de medicamentos
contra cancer, conocimiento de la localizacion de secuencias
en el genoma que estdn vinculados a enfermedades
especificas y al descubrimiento de inhibidores de metilacion
para tratamientos médicos [3].

Por lo que la deteccion de la metilacion es un punto
esencial, existen diferentes métodos de deteccion como
técnicas de biologia molecular, estrategias basadas en la
electroquimica, en transistores de efecto de campo sensibles
a iones (ISFET), en la deteccion dptica, en la fluorescencia,
en electroquimioluminiscencia (ECL), en la espectrometria
de masas (MS), en nanoporos, Microbalanza de cristal de
cuarzo (QCM), basados en inmuno-reconocimiento
especifico y resonadores de anillo optico (OFRRs) [6].

En cuanto a empleo de biosensores gravimétricos para
este fin existen algunos trabajos al respecto, que aunque son
pocas debido a su aplicabilidad abren un amplio camino a la
investigacion [7]. Los Biosensores de ADN, también
conocidos como genosensores, se basan en la inmovilizacion
de una hebra sencilla de ADN (ssADN), conocido como
ligando, sobre el elementos de transduccion para la deteccion
de su secuencia de ADN complementaria por hibridacion
(analito). Esta hibridacion ocurre directamente en la
superficie del transductor, por lo que, el ligando de ssADN se
considera parte del biosensor [8].

La Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM en inglés)
es un biosensor gravimétrico que mide la masa mediante los
cambios de frecuencia de un cristal de cuarzo piezoeléctrico
al ser perturbado por la adicién de una pequefia masa tal como
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un virus o cualquier otro objeto mintsculo que se pretenda
medir. La medida de frecuencias se hace con gran precision
de forma sencilla, por tanto, es facil medir masas pequefias.
La correlacion entre la masa y la frecuencia se obtiene por
medio de la ecuacion de Sauerbrey [9]. De esta manera, el
cambio de masa obtenido por la interacciéon entre el
biorreceptor inmovilizado sobre el sustrato de cuarzo con la
muestra bajo estudio, proporciona una sefial cuantificable,
que permite tener una medida de la cantidad de analito
presente en la muestra [10].

Ademas de medir la frecuencia, también se suele medir
la disipacion (QCM-D) la cual arroja informacion sobre la
naturaleza del material. La fabricacion de un biosensor
basado en QCM-D consiste en la incorporacion de una
monocapa organica con grupo terminal activo (i.e. grupo
amino) depositada sobre los electrodos de oro, tal que sea
posible el anclaje covalente de las biomoléculas de interés.
[10]

En enero de 2015 nuestro grupo de investigacion registro
un trabajo donde el proposito fue disefar, implementar y
caracterizar una quimica de superficies, especifica para el
anclaje covalente de ADN humano, sin modificacion quimica
alguna, sobre sustratos de oro. Este nuevo procedimiento con
QCM, permiti6 el anclaje covalente directamente de ADN
obtenido a partir de sangre humana sin modificaciones
quimicas [11].

Es por ello que en éste trabajo se tiene como objetivo
emplear dicha funcionalizacion para desarrollar un biosensor
gravimétrico que permita la determinacion de la metilacion
del gen FTO amplificado a partir de muestras sanguineas.

II. METODOLOGIA

En una primera etapa se obtuvo el ligando; para este fin
se realiz6 la extraccion de ADN, posteriormente se tratd con
la técnica de bisulfito la cual convierte todas las citosinas no
metiladas a uracilos, mientras que conserva las citosinas
metiladas. Una vez teniendo la muestra de ADN tratada con
bisulfito se prosigui6 a amplificar la region (rs9939609) del
gen FTO, mediante PCR punto final. Al finalizar las muestras
fueron verificadas mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.5%, el peso esperado para los productos es de 101pb
después se purificaron y se cuantificd su concentracion. Por
ultimo se obtuvo una muestra de ADN metilado con una
concentracion de 3.5 ng/ml.

Para el ensayo de determinacién de la metilacion
mediante la QCM-D, se utilizaron 3 cuarzos de QCM con
recubrimiento de oro. Los cuales se funcionalizaron con 6-
Mercapto-1-hexanol (MCH) por 48hrs enjuagados con agua
MiliQ y secados con N? se colocaron en 3 de los 4 médulos
de la QCM-D, seguido se inyectd Agua Mili Q a los 3
modulos por 2 hrs con la finalidad de estabilizar la frecuencia
(AF) y disipacion (AD) posterior a las 2hrs se dejo fluir Agua
MiliQ al médulo 1 (Control), muestra no metilada a una
concentracion de 3.5ng/ puL al modulo 2 (No metilado) y la
region (rs9939609) del gen FTO a una concentracion de

3.5ng/ ul al modulo 3 (Metilado), las muestras se dejaron por
24hrs (ligando), seguidamente se inyectd Agua MiliQ al
modulo 1 (Control) y enzima de restriccion MsplJI al modulo
2 y 3, por 16hrs. Por ultimo se dejo fluir agua MiliQ por 30
min con el propdsito de eliminar la muestra sobrante y
estabilizar la frecuencia y disipacion. La medicion de la sefial
fue continua por las 43hrs con el software Qtools de Biolin
Scientific.

III. RESULTADOS

Se presentan los resultados del estudio donde se utilizo la
funcionalizacion especifica de cuarzos oro-vidrio para el
anclaje covalente de ADN como se ha descrito en [11], para
la deteccion de metilacion de ADN mediante el uso de QCM-
D. Para demostrar el anclaje de ADN metilado (rs 9939609
del gen FTO) en el cuarzo oro-vidrio se realizaron 3 pruebas
siguiendo el proceso explicado en la metodologia.

La sensibilidad de la QCM permiti6é una disminucion de
frecuencia al depositar sobre ella la muestra con una
concentracion de 3.5ng/ul, como se muestra en la Fig. 1, la
curva de frecuencia de B) y C) se redujo drasticamente
después de la introduccion de la solucion de ADN y se
estabilizo durante las 24hrs siguientes, mientras que en A) la
frecuencia se mantuvo lineal. En las graficas se indica en
lineas azules un cambio en la AF mientras que en las lineas
rojas indican el cambio de AD y existe una relacion lineal
entre estas, que indican que la QCM-D fue capaz de obtener
datos cuantitativos y por tal detectar la muestra. Se utilizo la
enzima de restriccion MspJl en B) y C), se observd una
disminucion de frecuencia y un aumento de disipacion para
ambos cuarzos oro-vidrio.

Para conocer si existe reconocimiento y corte de la

enzima a sitios metilados se dejo fluir agua MiliQ y los
resultados fueron los siguientes:
Como se muestra en la Fig 1 A) representa el control, solo
dejando fluir agua MiliQ. B) la curva de frecuencia para la
muestra no metilada disminuyo en la digestion con la enzima
de restriccion, después del flujo de agua aumentd la
frecuencia hasta alinearse con la frecuencia marcada antes de
la enzima. En C) la curva de frecuencia para la muestra
metilada (region 9939609 del gen FTO) disminuyo en la
digestion con la enzima de restriccion, después del flujo de
agua aumento la frecuencia mas que la marcada antes de la
enzima, lo que muestra que existio corte de sitios metilados
del ADN.

IV. DISCUSION

Se conoce que la amplificacion de la region a utilizar a
veces puede tener falsos positivos y hacer la interpretacion
cualitativa de los datos basados en gel puede resultar
complicado, especialmente cuando la region abarcan varios
sitios CpG o su tamafio es pequeiio, en éste caso 101pb y 30pb
con el corte de las enzimas de restriccion MspJI. Mientras que
para la QCM-D, la exactitud se mejora por la interaccion
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Fig. | Medidas de frecuencia y disipacion. La grafica A) muestra las medidas del sensor oro-vidrio 1 (control), B) medidas del sensor oro-vidrio 2
muestra no metilada y C) medidas del sensor oro-vidrio 3 muestra metilada (9939609 del gen FTO).

entre el ADN y la enzima de restriccion, ademas de que al ser
en modulos cerrados se elimina la posibilidad de sefiales no
especificas y mejora la especificidad del ensayo.

La viabilidad del protocolo se basa en que a comparacion
con otros métodos en tiempo real (PCR-punto final), que se
utilizan para la deteccion de metilacion, el método basado en
QCM es libre de marcaje. Mientras que existen diferentes
métodos de deteccion como técnicas de biologia molecular,
estrategias basadas en la electroquimica, ISFET, OFRRs, los
cuales demandan altos costos de instrumentacioén, consumo
elevado de muestra y presentan complejidad en su realizacion
[6]. Cabe sefialar que durante las ultimas dos décadas, el
desarrollo de la Biotecnologia ha realizado diferentes
estudios para comenzar a atender las necesidades de
desarrollar dispositivos para el diagnoéstico molecular, se
ambiciona que dichos dispositivos sean de alto rendimiento,
rapidos, miniaturizados y capaces de ser producidos de forma
masiva para cumplir con tal fin. Ademas de permitir la
determinacion de la interaccion de biomoléculas en tiempo
real y libre de marcaje [10].

La QCM-D presenta las caracteristicas para ser un
genosensor, solo requiere la inmovilizacion de ADN vy los
datos pueden ser adquiridos de forma automatica. Los
resultados de QCM tienen mayor selectividad y no solo se
limita a la deteccion de ADN metilado y no metilado.

En el 2013 Jie Wang y colaboradores publicaron en la revista
American Chemical Society el desarrollo de un método de
deteccion de la metilacion de células cancerigenas usando
QCM, mostrando que este método es sensible para la
deteccion de la metilacion [3], lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en este trabajo.

La sensibilidad de la QCM-D esta dada por las
frecuencias armoénicas que son multiplos enteros de la
frecuencia fundamental de 5SHz , ya que son resonadores
planares los cuarzos oro-vidrio funcionan a un nimero
definido de armoénicos, tipicamente indexado por el mimero
de planos nodales paralelamente a la superficie del cuarzo.
S6lo armdnicos impares pueden ser excitados eléctricamente,
porque solo éstos inducen cargas de signo opuesto en las 2
superficies del cuarzo, [12] es decir los armdnicos que nos
arrojaran datos son 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 en la QCM-D. En
estudios sobre la deteccion de materiales con la QCM-D se
utilizan los resultados dados por los armonicos 5, 7 y 9,
basados en que son los datos centrales y que muestran mayor
estabilidad en los graficos.

La funcionalizacion especifica para el anclaje covalente
de ADN metilado del gen FTO sobre sustratos de cuarzo, es
aplicable en el desarrollo de un biosensor gravimétrico para
la determinacion de la metilacion en estudios epigenéticos.
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V. CONCLUSION

Los resultados de los ensayos de interaccion con la
QCM-D indican que es posible detectar DNA metilado y no
metilado, ademas de que existe una diferencia en la curva de
frecuencia y disipacion entre las muestras cuando se somete
auna digestion con enzimas de restriccidon que reconoce sitios
metilados. Se detectdé una disminucion de frecuencia
anclando ADN metilado y un aumento de la misma con el
flujo de agua MiliQ después de la interaccion con la enzima
de restriccion corroborando que existe corte de los sitios
metilados de la muestra anclada en el cuarzo oro-vidrio.

A diferencia de otras estrategias, la QCM utiliza una
pequeia cantidad de ADN, la medida es continua hasta por
45hrs y la deteccion de la muestra es en segundos, la medicion
en un medio cerrado elimina perturbacion, lo que aumenta la
reproducibilidad. El estado de metilacion de las islas CpG se
puede identificar con el uso de enzimas de restriccion que
cortan sitios metilados. Se demostr6 un nuevo método de
deteccion de la metilacion de la region rs9939609 del gen
FTO basado en la combinacion de técnicas de QCM y PCR
punto final.
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