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“It is in our genes to understand the universe if we can, to keep trying even if we cannot, and to be
enchanted by the act of learning all the way.” — Lewis Thomas

“Estd en nuestros genes intentar comprender el universo, sequir intentando si no lo logramos y ser
encantados por el acto de aprender durante todo el camino” — Lewis Thomas
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Resumen

Los Receptores Ligados a Proteina G (GPCR) son una familia de proteinas de
membrana que se caracterizan por su union a proteinas reguladoras heterotriméricas ligadas a
GTP (Proteinas G) y por su capacidad de transduccion de sefiales intracelulares. Estas
proteinas también son conocidas como receptores 7TM ya que se caracterizan por poseer 7
dominios transmembrana, ampliamente conservados y cruciales en la traduccion de la sefial
desde el medio extracelular hacia el intracelular (Kobilka 2007).

Estos receptores se encuentran presentes en células eucariotas e intervienen en
numerosos procesos fisiologicos. Actualmente, al menos un 40% de los farmacos modernos
apuntan a esta familia de receptores como blancos terapéuticos. Este trabajo se focaliza sobre
2 receptores de esta familia compuesta por mas de 800 genes (Kobilka 2007), la proteina
receptora de membrana ligada a proteina G -GPR41/FFA3- conocida como receptor de acidos
grasos 3 0 Free Fatty Acid receptor 3 y la proteina receptora de membrana ligada a proteina
G -GPR43/FFA2- conocida como receptor de acidos grasos 2 6 Free Fatty Acid receptor 2.
Sus nombres se deben a su capacidad de reconocimiento de &cidos grasos de cadena corta
(AGCC). La longitud de la cadena de carbonos de estos acidos grasos es clave para el
reconocimiento especifico en cada receptor (Ulven 2012).

Estos genes estan involucrados en la modulacion de varios procesos fisiol6gicos como
la contraccion muscular, el reclutamiento de Leucocitos en procesos inflamatorios y la
division celular. A su vez, cumplen roles relevantes en enfermedades tales como diabetes,
obesidad y sindrome metabolico (Covington et al. 2006). También, estos genes estan
estrechamente ligados a trastornos hormonales, autoinmunes, digestivos y diversos procesos
neoplasicos como el cancer de colon (Tang et al. 2011). En una amplia serie de trabajos se
estudio el rol que cumple GPR43/FFA2 como supresor de tumores, convirtiendo a este gen en
un posible blanco terapéutico y reforzando la necesidad de profundizar los estudios para
comprender detalladamente su funcionamiento.(Ulven 2012)

El objetivo principal de este trabajo fue el desarrollo de una metodologia integral que
permita estudiar el comportamiento transcripcional de estos genes en Leucocitos
Polimorfonucleares. En el marco de la “Investigacion de Moduladores Intrinsecos en la
Diarrea Cronica” realizandose actualmente en el Centro de Estudios Médicos e Investigacion

Clinica (CEMIC), se disefid y puso a punto una serie de ensayos celulares y moleculares que
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permiten evaluar la presencia y expresion de estos genes con fines aplicables a cualquier
marco de investigacion, ya sea basica o traslacional. Asi entonces, este trabajo intenta fijar las
bases para realizar un proyecto de investigacién, en el cual se avance en el diagndstico de la
Diarrea Cronica de etiologia incierta, que hasta el momento por ser una enfermedad
multifactorial, puede resultar ser de diagndstico muy variado y a veces puede ser confundida
con una diarrea comun, generando un cuadro grave de deshidratacion en el paciente. (Diarrea
Cronica. Diagnostico Y Evaluacion Clinica 2004).

Como resultado de este trabajo, las herramientas moleculares desarrolladas
permitieron verificar que en la poblacién estudiada, los niveles de expresion basal de
FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 son similares a los descriptos por la literatura cientifica,
observandose una sobre-expresion de este Ultimo respecto al primero. A su vez, 10s ensayos in
vitro realizados en este trabajo, sugieren la existencia de algin mecanismo de regulacion de la
expresion génica de estos receptores mediado por AGCC. Este mecanismo podria convertirse

en objeto de estudio, reforzando el foco sobre estos genes como posibles blancos terapéuticos.
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Abstract

G Protein-Coupled Receptors (GPCR) are a family of membrane receptor proteins
known for their G-Protein binding capacity and intracellular molecular signalling
transduction. These proteins are also known as 7TM receptor due to their 7 widely conserved
transmembrane domains which are critical for the extracellular to intracellular medium
signaling transduction (Kobilka 2007).

These receptors are only found in eukaryotic cells and they are involved in a large
number of physiological processes. Nowadays, more than de 40% of new drugs aimed this
protein families as therapeutic targets. This work focuses on two receptors belong a big
protein family that includes more than 800 genes (Kobilka 2007), the G protein-coupled
receptor (GPR41/FFA3) known as the free fatty acid receptor 3 and the G protein-coupled
receptor (GPR43/FFA2) known as the free fatty acid receptor 2. Their names are after their
ability to recognize short-chain fatty acids (SCFA) as a ligand, the length of the fatty acid
carbon chain is key for the recognition of each receptor (Le Poul et al. 2003).

These genes are involved in several physiological modulation processes such as
muscle contraction, leukocyte recruitment in inflammatory response, cell division and they
have relevant roles in metabolic diseases such as diabetes, obesity and metabolic syndrome
(Covington et al. 2006). Also, these genes are closely linked to hormonal, autoimmune and
digestive disorders; as well as many neoplastic processes such as Colorectal Cancer. The
literature, it is believed that G protein-coupled receptor (GPR43/FFA2) plays an important
role as a tumour suppressor.

The Aim of this work consist in the development of an integral metodology that allows
to study the transcriptional behaviour of these genes in Polimorfonuclear Leukocytes. As part
of the project “Research in Intrinsic Modulators of Chronic Diarrhea” currently being
performed at Centro de Estudios Médicos e Investigacion Clinica (CEMIC), a series of
cellular and molecular assays were designed and fine-tuned to evaluate the level of expression
of this genes as well as the analysis of both sequences within the ligand binding site, being
these assays applicable to any research, basic or translational, linked to those genes. Thus
allowing this work to lay the groundwork for the continuation of this project and to advance
in the diagnosis of Chronic Diarrhea, a multifactorial disease witch has different diagnostics

for the same illness (Diarrea Cronica. Diagnostico Y Evaluacion Clinica 2004).
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As a result of this work, the molecular tools implemented allowed to verify, that
within the studied population, the levels of basal expression of FFA3 / GPR41 and FFA2 /
GPR43 are similar to those described in scientific literature, with an overexpression of the
latter in relation to the first. In turn, in vitro assays carried out in this work, suggest the
existence of a regulation mechanism of the gene expression for these receptors mediated by
SCFA. Such mechanism could become a subject of study, highlighting these genes as
possible therapeutic targets.
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1. Objetivos

El objetivo principal es el desarrollar de una metodologia integral que permita
estudiar el comportamiento transcripcional de los receptores de membrana asociados a
proteina G FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 en Leucocitos Polimorfonucleares.

El objetivo secundario es el disefiar y poner a punto una serie de ensayos celulares y
moleculares que permitan evaluar la presencia, estructura y expresion de estos genes con fines
aplicables a cualquier marco de investigacion, ya sea basica o traslacional.

El cumplimiento de dichos objetivos permite fijar las bases teorico-practicas para
realizar un proyecto de investigacion, en el cual se avance en el diagndstico de la Diarrea

Cronica de etiologia incierta.
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2. Introduccion.

Los receptores ligados a proteina G (GPCR) son una familia de proteinas
transmembrana que al reconocer moléculas extracelulares, denominadas Ligandos, pueden
activar su proteina G asociada generando una cascada de sefiales intracelulares que culminan
en una respuesta celular. Estas proteinas también son conocidas como receptores 7TM ya que
se caracterizan por poseer 7 dominios transmembrana ampliamente conservados y criticos en
la traduccidn de la sefial desde el medio extracelular hacia el intracelular. Los Ligandos son
muy diversos, pueden ir desde iones 0 moléculas pequefias hasta grandes proteinas, cada uno
de los cuales con un mismo receptor genera diferentes tipos de sefiales (Kobilka 2007) .

Dentro de este conjunto de receptores se encuentran la proteina receptora de
membrana ligada a proteina G (GPR41/FFA3), también conocida como receptor de acidos
grasos 3, y la proteina receptora de membrana ligada a proteina G (GPR43/FFA2), también
conocida como receptor de acidos grasos 2, las cuales son objetivos de evaluacion en este
trabajo. Estas proteinas se expresan en varios tejidos, siendo el de mayor nivel de expresion
de la primera (GPR41/FFA3) el tejido adiposo (Brown et al. 2003), y la expresion de la
GPR43/FFA2 se encuentra principalmente en células de sangre periférica tales como células
mononucleares y células polimorfonucleares (PMN) teniendo su mayor nivel de expresion en
Neutrofilos (Ulven 2012). Estas proteinas son receptores de AGCC y su union a dichos
Ligandos desencadena una cascada de sefalizacion. Dichos AGCC suelen producirse
naturalmente como subproductos del metabolismo de la flora microbiana del cuerpo humano.

Los Leucocitos Polimorfonucleares (PMN) son un tipo de célula fagocitica del sistema
inmune. Durante los procesos inflamatorios, estas células son unas de las primeras en migrar a
la zona de inflamacion y desencadenar una respuesta inmunoldgica. Los PMN son de suma
importancia para el mantenimiento de la homeostasis intestinal, la defensa contra microbios
no deseables, el reclutamiento de otras células del sistema inmune y la reparacion de la
mucosa intestinal (Fournier and Parkos 2012). Un desbalance en el reclutamiento de los
mismos durante un proceso de inflamacion intestinal puede resultar en serios dafios a este
tejido (Ferreira et al. 2014 ; Ulven 2012 ; Sina et al. 2009). La existencia de fuertes evidencias
cientificas de que el reclutamiento de PMN durante la inflacion intestinal es mediado por
estos receptores de AGCC, hace que los PMN sean el tejido de estudio seleccionado para este
trabajo (Le Poul et al. 2003; Vinolo et al. 2011)
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Como paso previo a la puesta a punto de la técnica de RT-PCR, se confirmé mediante
PCR de punto final la presencia de estos genes en los individuos evaluados. Para ello se
desarrolld6 un meétodo combinado de extraccion de PMN utilizando sedimentacion en
Dextran y Ficoll Hypaque. A fin de cumplir con los objetivos de este trabajo, se procedio a
validar estas técnicas, fijando las bases de futuras investigaciones relacionadas a la basqueda
de tratamientos especificos para dichas patologias, en las que se cree que estos receptores

estan involucrados.

2.1.Proteinas receptoras acopladas a Proteina G.

Los receptores acoplados a proteina G son el grupo de receptores celulares méas grande
que existe, hay méas de 800 genes en el genoma humano que codifican para la expresion de
estas proteinas. Las GPCR se caracterizan por estar unidas a una proteina G que se encuentra
del lado interno de la membrana celular, la cual se activa cuando, en el lado externo de la
membrana celular, el Ligando se une al receptor. La interaccion receptor-ligando genera una
transduccion de sefiales por medio de segundos mensajeros (AMPc, Ca®*) que culmina en
una respuesta fisiologica.

Estos receptores también llamados receptores 7TM muestran una estructura comin
con siete dominios transmembrana, el extremo amino-terminal se encuentra en el exterior de
la célula, mientras que el carboxilo-terminal se encuentra en la region citoplasmatica. Las
zonas variables especificas de los distintos receptores, suelen localizarse en el extremo amino-
terminal, que es el responsable del reconocimiento del Ligando, esta variabilidad caracteriza
a cada subgrupo dentro de esta familia de proteinas. También existen zonas variables en el
extremo carboxilo-terminal y en los anillos (loops) intracelulares, que conectan los segmentos

transmembrana. (Figura 1)
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Exterior

H1 H2 H3 H4 H5 H6] |H7
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Cc1 Cc2 c3 )
Lele [o]

Figura 1: Diagrama de los receptores ligados a la proteina G. (Arag et al. 2012)

Las proteinas G son moléculas heterotriméricas, constituidas por una subunidad o con
actividad GTPasa, es decir que es capaz de hidrolizar Guanosin trifosfato (GTP), y dos
subunidades dimerizadas B y y. En el proceso de activacion de la proteina G el dimero By se
desacopla de la subunidad o. El desacoplamiento permite que el GTP se hidrolice en
Guanosin difosfato (GDP) y Pirofosfato (Pi), de esta manera la subunidad a se desactiva, y se
une nuevamente a By. Con el heterotrimero a-py formado nuevamente, la proteina G esta
disponible para un nuevo ciclo de activacion. Existen distintos tipos de proteinas G, estos
estan definidos por la combinacion de las distintas isoformas de subunidades existentes
(MedicinABC - 2012). (Figura 2)
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Activacion persistentede |la
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Figura 2: Ciclo de activacion y desactivacion de la Proteina G luego de recibir la sefial del receptor una vez

unido al Ligando. Imagen modificada, traducida del idioma original (Lodish et al. 2000).

2.2.Mecanismo de union al Ligando.

Esta familia de receptores reconoce una gran variedad de Ligandos. EIl receptor al
interactuar con el ligando, produce una serie de cambios conformacionales que activan a la
Proteina G, la cual se encuentra en equilibrio, unida a su extremo carboxilo terminal. Como se
describio anteriormente, la Proteina G desacopla el dimero By y se activa, generando una

respuesta fisioldgica por medio de la produccion de segundos mensajeros. (Figura 3)
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Figura 3: Mecanismo de activacién/desactivacidn de los receptores acoplados a Proteina G. Imagen modificada,

traducida del idioma original (Millar and Newton 2010)

2.3.Mecanismos de transduccion de sefales.
Al activarse una Proteina G se desencadenan dos vias de sefalizacion intracelular, la
primera es la via de sefializacién ligada a Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la segunda

es la via de sefalizacidon por medio de Fosfatidil Inositol 4,5-bisfosfato (PIP2). (Figura 4)
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Figura 4: Las dos vias de traduccion de sefiales luego de la activacion de la proteina G. Imagen modificada,
traducida del idioma original (Alberts et al. 2002)

2.3.1. Via de sefializacion mediada por AMPc

Al activarse la proteina G, producto de la interaccion GPCR-Ligando, la subunidad By
interactla con la enzima Adenilato ciclasa, la cual cataliza la produccién de AMPc a partir de
Adenosin trifosfato (ATP). Esto da lugar a la activacion de la proteina quinasa dependiente
del AMPc o proteina-quinasa A (PKA) y por consiguiente a la fosforilacion de sus proteinas
diana, generando asi una cascada de sefializacion dentro de la célula (Arag et al. 2012). Esta
via se encuentra en equilibrio constante, la forma inactiva de la proteina G inhibe a la

Adelinato ciclasa, reduciendo de ésta manera los niveles de AMPc intracelular. (Figura 5).
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Figura 5: Sintesis y degradacion del AMPc, y activacion de la proteina quinasa A dependiente de AMPc (PKA)
(Alberts et al. 2002)

2.3.2. Via de transduccion de sefial mediada por PIP2

La transduccidn de sefiales mediada por PIP2 se inicia tras la activacién de la proteina
G, mientras las subunidades By intervienen en la via del AMPc, la subunidad o tiene la
capacidad de activar a la enzima Fosfolipasa C, especifica de Fosfoinositoles. Esta enzima al
activarse degrada el PIP, generando dos productos, Inositol trisfosfato (IP3) y Diacilglicerol
(DAQG); los cuales generan dos cascadas de sefializacion paralelas dentro de la célula.

El IP; se une a canales de calcio (Ca®*) del Reticulo endoplasmético (RE), induciendo
la apertura de éstos, aumentando asi el nivel intracelular de Ca®, el cual participa en la
regulacion de varios procesos celulares.

El DAG es un factor de activacion de la proteina de membrana quinasa C (PKC)
dependiente de Ca?*. El incremento de la concentracién de Ca?* citoplasmético mediado por
IP; junto DAG permite la activacion de PKC, la cual regula factores de transcripcion
fosforilando sus residuos de Serina y Treonina.

Este mecanismo se encuentra en equilibrio constante, las bombas de Ca?* del RE
reducen la concentracion citoplasmatica de éste, debido a esto PKC se inactiva y cambia el
estado de fosforilacion en los factores de transcripcion mencionados previamente, tal como se

observa en la Figura 6.
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Figura 6: Via de transduccion de sefiales mediada por PIP,. Imagen modificada, traducida de idioma original
(Alberts et al. 2002)

2.4.Familia de Receptores acoplados a proteina G

Existen méas de 800 genes que codifican a receptores ligados a proteinas G, los cuales

se clasifican en 6 grupos diferentes:
e Clase A (0 1) (Simil-Rhodopsina)
e Clase B (0 2) (Familia de receptores de secretina)
e Clase C (0 3) (Glutamato metabotrdpico/feromona)
e Clase D (0 4) (Receptores de reproduccién fungica)
e Clase E (0 5) (Receptores de cCAMP)
e Clase F (0 6) (Frizzled/Smoothened)

Dentro del Grupo A se encuentran los receptores de &cidos grasos libres (AGL), entre
los cuales se encuentran los genes estudiados en este trabajo. Estos receptores se activan de
forma endogena por &cidos grasos libres de diferentes longitudes de cadena. Este grupo
incluye a los receptores de acido graso 1 (FFA1) también conocidos como GPR40, los cuales
tienen afinidad por los acidos grasos de cadena larga (mas de 12 &tomos de carbono de
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longitud). También encontramos el receptor de acido graso libre 2 (FFA2/ GPR43) y el
receptor de &cido graso libre 3 (FFA3/ GPR41). Ambos receptores son capaces de reconocer

AGCC (menos de 5 &tomos de carbono de longitud).

2.4.1. Receptores de acido graso libre 2 FFA2/GPR43 y acido
graso libre 3 FFA3/GPR41

El receptor de &cido graso libre 2 presenta fuerte expresion en varios tejidos,
incluyendo el tejido adiposo, células mediadoras de procesos inflamatorios y el tracto
gastrointestinal (Bindels, Dewulf, and Delzenne 2013). Sin embargo, el mismo se expresa
mayoritariamente en las células del sistema inmune, puntualmente en células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) y células polimorfonucleares (PMN), expresandose con mayor
intensidad en Neutrofilos (Brown et al. 2003; Le Poul et al. 2003). Diversos Estudios
demostraron que este receptor media los efectos que los AGCC producen en los Neutrofilos
(Le Poul et al. 2003).

Estudios mas recientes sugieren que la expresion del receptor en células de cancer de
colon, se reduce o se pierde (Tang, Chen, Jiang, Robbins, &Nie, 2011). A su vez se cree que
la ausencia de expresion del receptor puede inducir apoptosis, actuando de esta manera como
un gen supresor de tumor (Ulven 2012).

Se cree que este receptor cumple un rol critico en la regulacion energética del
organismo, el cual responde a las concentraciones de AGCC producidos por la microbiota
intestinal. Si bien, actualmente no se comprende la totalidad del mecanismo de regulacién de
este receptor, estudios indican que esta actividad regulatoria podria convertir a FFA2/GPR43
en un posible blanco terapéutico para el tratamiento de enfermedades metabolicas, que hasta
el momento no poseen tratamientos efectivos (Kimura et al. 2014).

Hay fuertes evidencias de que la estimulacion de FFA2/GPR43 con AGCC es
necesaria para normal funcionamiento del sistema inmunolégico. Estudios realizados en el
afio 2012, revelaron que ratones knockout para FFA2/GPR43 (GPR ™), que no expresan el
gen, padecian una exacerbada respuesta inflamatoria cuando los mismos presentaban colitis,
asma o artritis. Esto indicaria que la proteina FFA2/GPR43 podria actuar como mediador del
reclutamiento de células del sistema inmune y de su normal funcionamiento, también actuaria
como regulador de la produccion de células moduladoras de la respuesta inflamatoria
(Maslowski et al. 2009).
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Los receptores FFA3/GPR41 se pueden encontrar expresados en varios tejidos y
organos, entre los cuales esté incluido el pancreas, células mononucleares, tejido nervioso y el
tejido adiposo, teniendo mayores niveles de expresion en este ultimo (Brown et al. 2003).

Mientras que FFA2/GPR43 cumple mayoritariamente un rol como regulador
metabdlico, FFA3/GPR41 produce principalmente, respuestas de tipo secretoras. La
activacion de FFA3/GPR41 en colon promueve la secrecién de bicarbonato, ayudando a
prevenir gastroenteropatias causadas por drogas antiinflamatorias no esteroides (AINES)(Said
et al. 2016). Estudios sugieren que la estimulacion de FFA3/GPR41 promueve la liberacion
de la hormona de apetito conocida como Péptido YY y como consecuencia produce un
aumento de la motilidad intestinal (Samuel et al. 2008). Se ha observado que, tanto los
AGCC como también los cuerpos cetonicos, estimulan a los receptores FFA3/GPR41
presentes en ganglios simpaticos, actuando de ésta manera como reguladores del sistema
nervioso simpatico (Samuel et al. 2008).

La reduccion en la expresion de estos receptores se encuentra asociada, a su vez, con
un aumento en la secrecion de insulina y una mayor tolerancia a la glucosa en la diabetes de
tipo Il, convirtiéndolos en dos potenciales blancos terapéuticos (Tang et al. 2015).

Estudios de mutagenesis dirigida describen que entre los dominios transmembrana
presentes en los receptores, los 5y 7 son clave para el reconocimiento de los AGCC (Figura
7). Esto es un gran avance en el estudio de estos receptores y su rol como posibles blancos
terapéuticos. Se pudo determinar que mutaciones puntuales en los aminoéacidos Argl80,
His242 y Arg225 impiden que estos dos receptores reconozcan a los AGCC (Ulven 2012).
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Figura 7: Descripcion de la proteina FFA2/GPR43, donde en negro se muestran los aminoacidos que se
conservan entre los dos receptores en estudio (FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43). Los aminoacidos en color azul
son los conservados en todos los receptores pertenecientes a la Clase A (o0 1) (Simil-Rhodopsina). Las dos
Argininas y la Histidina criticas para el reconocimiento de AGCC en FFA2 (R180, H242, R255) y FFA3 (R185,
H245, R258) se encuentran indicadas en color rojo. Una segunda Histidina relevante en el reconocimiento de
AGCC en FFA2 (H140) y en FFA3 (H146) se detalla en color naranja. (Ulven 2012)

2.5.Diarreas, tipos-causas-tratamientos

La diarrea es la evacuacion intestinal de heces livianas y liquidas. Esta puede durar
mas de 4 dias, pasando de ser aguda a crénica dependiendo de su frecuencia. Al evacuar
alimentos que no han sido procesados por los intestinos, se pueden perder nutrientes
importantes para el cuerpo. Esta evacuacion puede llegar a presentar sangre o pus. De acuerdo
a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la diarrea aguda tiene una duracion menor de 2
semanas («WHO | Diarrhoealdisease», s. f.). Estas normalmente se deben a un proceso viral,
aungue a veces se puede deber a la ingesta de medicamentos, como antibi6ticos 6 farmacos
gue contienen magnesio. Asi mismo la causa puede deberse también a cualquier cambio en la
alimentacion, ya sea por contaminacion con alguna bacteria o cambios en la dieta diaria con la

ingesta de alimentos dificiles de absorber por el organismo. La mayoria de estos eventos se
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resuelven rapido, sin terapia, y modificando la dieta diaria (Enfermedades Diarreicas | ACG
Patients n.d.).

La diarrea cronica tiene una frecuencia mayor a 4 semanas (Abdullah and Firmansyah
2013). Multiples causas desencadenan la diarrea aunque es importante remarcar que la
condicion del paciente puede predisponer el desarrollo de esta patologia. Los
inmunocomprometidos tienen una mayor predisposicion a presentar diarreas cronicas. El
diagndstico requiere frecuentemente diversos métodos (Diarrea Cronica. Diagnostico Y
Evaluacion Clinica 2004), entre los cuales estan los inmunoensayos para descartar por
ejemplo, la enfermedad celiaca 6 enfermedades autoinmunes, ademas se dispone también de
pruebas para el estudio de los heces en busqueda de parésitos o microorganismos, que
provoquen la misma. Existen también algunos marcadores no invasivos de inflamacién como
la caloprotectina, producida por Leucocitos. Su nivel en heces es un indicio del grado de
inflamacion intestinal (Erbayrak et al. 2009). Otro de los examenes que se realizan para el
diagnostico y sospecha de una enfermedad inflamatoria intestinal es la colonoscopia con
biopsia de la mucosa de colon, esto permite descartar las lesiones macroscopicas que se
manifiestan en algunas enfermedades, tales como la enfermedad de Crohn. La evaluacion
macroscopica de las lesiones colaboran al diagndstico diferencial pero no es suficiente para
descartar una enfermedad inflamatoria de colon, por eso se realiza una biopsia para estudiar
las caracteristicas histolégicas de la lesion, que definen el diagnostico a la vez que permite
conocer la variedad microscopica de dicha enfermedad.

Existe una afeccion inflamatoria microscopica importante: colitis microscépica, la cual
segun estudios demogréaficos en diferentes paises ha aumentado constante y persistentemente
en las ultimas décadas (Pardi and Kelly 2011). Los sintomas de la misma son inespecificos y
sin los estudios adecuados puede confundirse con colon irritable, ya que diferentes estudios
realizados han demostrado que 35%-50% de las colitis microscdpicas comparten sintomas
clinicos similares, con colon irritable (Limsui et al. 2007). La distincion de una u otra es
importante, porque si bien el colon irritable no tiene un tratamiento especifico, la colitis
microscopica si; mediante la administracion oral de budesonida en la mayoria de los casos.

Existe un elemento pato-fisiolégico importante de todas las diarreas que es la
alteracion de la microbiota del colon con un aumento de la motilidad y peristalsis intestinal.
En el contenido del colon se encuentra una enorme poblacién de colonias microbianas que

sobreviven en un ambiente libre de oxigeno 0 estrictamente anaerobico. Con los modernos
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sistemas de microbiologia molecular, se han logrado identificar mas de 1000 cepas 0 filo-
tipos bacterianos, agrupados en 2 grandes filo-tipo taxonémicos: Bacteroides y Fumicutes.
Estos dos filo-tipos representan mas del 90% de la microbiota coldnica (Qin et al. 2010). Cada
grupo de filo-tipo cumple funciones especificas, por ejemplo, los Bacteroides consumen la
fibra de la dieta. Para desdoblar los polisacaridos complejos de la celulosa producen y
segregan fermentos 6 enzimas hidroliticas llamadas glucosidasas. De esta accion hidrolitica
obtienen carbonos para su supervivencia (Prizont and Konigsberg 1981). Como resultado de
esta accién hidrolitica se originan azUcares simples que a su vez son fermentados en AGCC,
tales como lo son en concentracion descendente: el acido acético, propidnico, butirico, etc
(Cummings 1981). Aunque estos acidos tienen algunas acciones favorables para la célula del
colon, el rol que tienen estos AGCC en la fisiologia normal del colon y en la fisiopatologia de
sintomas del colon irritable no ha sido aclarado todavia.

Trabajos publicados en el afio 2003 reportaron que los receptores FFA3/GPR41 y
FFA2/GPR43 son estimulados por AGCC (Brown et al. 2003; Le Poul et al. 2003). Por
medio de métodos histoquimicos e inmunoquimicos, se detect6 la presencia de éstos genes en
las células entero-endocrinas de la mucosa y en los mastocitos de la submucosa de segmentos
de colon de humanos y de rata (Karaki et al. 2008; Karaki et al. 2006). En estudios con fibras
musculares de colon de rata, estos investigadores demostraron que la estimulacién con &cido
propionico del receptor FFA2/GPR43, estimula la frecuencia de las contracciones de las
fibras musculares circulares y longitudinales del colon, mientras que la irrigacion con el acido
acético disminuia estas contracciones (Tazoe et al. 2008). Estudios similares, in vitro,
demostraron que la actividad moduladora de las fibras nerviosas sobre la musculatura del
intestino de la rata, se efectuaba por medio de la interaccion de los AGCC con FFA2/GPR43
(Dass et al. 2007). Estos hallazgos son relevantes porque gran parte de los AGCC producidos
por la microbiota del colon y contenidos en la luz coldnica, son absorbidos y transportados
por las células de la mucosa de este érgano en direccion a la circulaciéon sanguinea que lo
rodea. La accion moduladora sobre la musculatura del colon, producto de la interaccion entre
los AGCC y sus receptores, produce un aumento de la peristélsis intestinal, volviéndose

relevante en la fisiopatologia de la diarrea cronica.
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2.6.La Herramienta molecular: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), parametros teoricos.

En la PCR de punto final, tal como su nombre lo indica, se detecta la presencia de la
secuencia de ADN deseada cuando la reaccion finaliza por deplecion de reactivos. Esto
ocurre durante una etapa denominada Plateau. Por lo tanto, en una PCR tradicional o de punto
final, solo podemos ver la presencia o ausencia del gen de interés por medio de un gel de
agarosa una vez finalizada la reaccion.

Una variante de la PCR antes mencionada es la PCR en tiempo real (qPCR). Esta
reaccion, tal como su nombre lo indica, realiza mediciones en tiempo real durante la fase
exponencial (Thermo Fisher Scientific n.d.) (Figura 8). Esta metodologia tiene como ventaja
una alta especificidad, sensibilidad y precision, ya que permite monitorear la reaccién de
amplificacion de ADN en tiempo real. Esta técnica combina la amplificacion y la deteccion en
un Unico paso, esto lo hace correlacionando las mediciones de fluorescencia realizadas en
cada ciclo con una cantidad determinada de ADN.

Area de deteccion para Platean

PCR en Tiempo Real Linear

Rendimiento variabhle
Log [DNA] ——

Deteccion en PCR
tradicional

Ciclo#

Figura 8: Distintas etapas de la reaccién en cadena de la polimerasa. Imagen modificada, traducida de

idioma original (Thermo Fisher Scientific n.d.).

Los fluoréforos se dividen en dos grandes grupos, sondas especificas y fluor6foros con
afinidad a las Hebras de ADN o intercalantes. Estos Gltimos son los utilizados en este trabajo;
son fluordéforos que emiten fluorescencia cuando se unen al ADN. La intensidad de la misma
es directamente proporcional a la concentracion de ADN de doble cadena presente en la
muestra. En las primeras qPCR se utilizaba Bromuro de Etidio (fuerte intercalante de ADN),
eventualmente se dejo de emplear porque no discrimina de manera eficiente el ADN de doble

cadena (dsADN) del de simple cadena (ssSADN). El intercalante mas utilizado en la actualidad
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es el SYBR Green, este se une al surco menor de la molécula de dsADN. La intensidad de la
fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de dsADN presente en la reaccion.
(Figura 9).

SYBR Green

Polymerasa

Figura 9: Mecanismo de accién del fluoréforo SYBR Green. (A) Etapa de desnaturalizacion, el ADN se
encuentra en forma de sSADN, no se emite fluorescencia. (B) Etapa de annealing, el SYBR Green se intercala en
la unién primer-ssADN emitiendo fluorescencia débil. (C) Etapa de elongacidn, el SYBR Green se intercala en
el dsADN emitiendo la maxima fluorescencia posible para ese ciclo. Imagen modificada, traducida de idioma

original (Aguilera et al. 2014; Gene Quantification & Real-Time PCR Dyes and Chemistries n.d.)

Una ventaja de este fluoréforo es su bajo costo y amplio rendimiento, ya que se puede
utilizar para diferentes ensayos. Sin embargo, al no emitir una sefial especifica para la
secuencia de interés, no se pueden realizar reacciones de PCR de tipo multiplex, donde se
amplifican dos secuencias distintas en un mismo tubo de reaccion. Por esta razén, al emplear
fluoroforos intercalantes, se debe verificar la especificidad de la reaccion con el fin de

descartar que se estén cuantificando productos no deseados en lugar del de interés.

Toda secuencia de interés, presente en una muestra, se puede cuantificar. Un analisis
de cuantificacion utiliza “puntos de corte” para determinar la presencia y concentracion,
absoluta o relativa, de una secuencia determinada en una muestra. Se considera solamente la
fluorescencia detectada en la fase exponencial de la PCR. Esta fase también se la llama
“Lineal-Logaritmica” porque los puntos que componen esta fase se convierten en una curva

lineal aplicandole el logaritmo a la concentracién en cada punto.
Existen tres tipos de anélisis de cuantificacion:
¢ Cuantificacion absoluta:

Calcula la concentracion de la secuencia de ADN en muestras desconocidas, basado

en la concentracion de las muestras estandar.
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e Deteccion cualitativa:
Determina si la secuencia de ADN esté presente en muestras desconocidas.
e Cuantificacion Relativa

Compara la relacion entre secuencias de ADN en muestras desconocidas con las

mismas secuencias presentes en un calibrador.

Para disefiar y realizar un analisis de cuantificacion de secuencias de ADN o qPCR es

fundamental comprender los siguientes conceptos:

Linea Base o Baseline: Es la sefial o fluorescencia emitida al iniciar la reaccion, no hay
cambios que se puedan considerar significativos, es la fluorescencia basal propia de la

muestra junto con los componentes de la reaccion.

Fondo o Background: Es fluorescencia inespecifica presente en la reaccion
independientemente de la presencia o ausencia de muestra. También se lo conoce como el
ruido de la reaccion, el cual se emite durante todo la reaccion, incluyendo su comienzo,

donde no hay un aumento detectable de fluorescencia.

Umbral o Threshold: Es donde la sefial refleja un incremento significativo de su intensidad
por sobre la linea base. Esto se emplea para distinguir la sefial de amplificacion versus el

fondo o ruido. Esto se utiliza para calcular el ciclo de umbral.

Ciclo Umbral (Ct) o Crossing point (Cp): Es en ciclo en el cual la reaccion cruza el valor
establecido como umbral. Este valor se utiliza para estimar en una gPCR la cantidad inicial de
secuencias de ADN de interés. El valor del Cp es inversamente proporcional a la cantidad

inicial de moléculas de interés, es decir que a mayor concentracion de éstas, el Cp sera menor.

Para que la cuantificacion sea correcta se debe estandarizar la reaccion, esto se realiza
mediante una curva de calibracion, también denominada curva estdndar. La curva estandar
consiste de diluciones seriadas donde la concentracion de las moléculas es conocida. El
proceso de estandarizacion requiere la cuantificacion de todos los puntos de la curva. Es
recomendable que estas cuantificaciones se realicen, minimamente, por triplicado a fin de

evaluar la reproducibilidad de la reaccion, y que las curvas contengan 4 0 mas puntos. Una
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vez obtenidos los Cp de cada punto de la curva, estos son extrapolados con el logaritmo de su
concentracion correspondiente. De esta manera, mediante un analisis de regresion lineal, se
puede obtener la ecuacion de la recta formada (1). Donde m es la pendiente de la recta, b es la

ordenada al origen, Y corresponde a los Cp y x al Log[concentracion o N° moléculas].
1
Y=m*x+b @
La pendiente m de esta reaccion determina la Eficiencia (E) de la misma, siendo su
valor 6ptimo igual a 2. Este valor corresponde a una pendiente m=-3,32, correspondiente a
una eficiencia del 100%. La relacion entre la Eficiencia y la pendiente de la recta esta

determinada en la formula (2). (Bustin et al. 2005):

(2)

Eficiencia = 10™/™ -1

El coeficiente de determinacién (R?) es un indicador de la linealidad de los datos.
Permite saber en qué porcentaje los valores obtenidos corresponden a la metodologia en si y
no a errores aleatorios. Si R? este es menor a 0.95 se considera que no hay relacién lineal
entre el Cp y el Log [concentracién o N° moleculas]. Posibles causas de valores bajos de R? y
m son los errores de manipulacion de muestras y reactivos, asi como también la presencia de
inhibidores en la mezcla de reaccién. Valores de m préximos a -3.32 y de R? cercanos a 1

aseguran la reproducibilidad de los resultados, asi como también la precision del método.

2.7.RT-gPCR (Retrotranscripcion y PCR cuantitativa en tiempo real).
Parametros experimentales

Para realizar la puesta a punto de la metodologia propuesta en este trabajo, se
siguieron las pautas sugeridas por “MIQE guidelines: Minimum Information for publication
of Quantitative Real-Time PCR Experiments”. MIQE Guidelines describe los requerimientos
minimos, segun los estandares internacionales, de informacion necesaria para evaluar
experimentos, utilizando como herramienta molecular una qPCR. Cumplir con las pautas de
ésta guia es fundamental para garantizar la confiabilidad de los resultados, y que a su vez
puedan ser realizados por otros laboratorios sin cambios de parametros en las reacciones, es
decir, que el método sea reproducible (Bustin et al. 2009). Detallando cada una de las
caracteristicas y condiciones experimentales minimas y relevantes de un ensayo, los lectores

pueden evaluar la validez de los métodos publicados. Describir y detallar los parametros
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requeridos por MIQE permite asegurar la relevancia, confiabilidad, correcta interpretacion y
reproducibilidad del ensayo.

2.7.1. Consideraciones conceptuales

Con el fin de validar la metodologia seleccionada para este trabajo, se tuvieron en
cuenta las siguientes consideraciones:

e Sensibilidad analitica del ensayo. Se debe definir cual es el minimo nimero de copias
del gen de interés que el ensayo mide con precision. Para determinar la sensibilidad
analitica del ensayo se debe establecer su limite de deteccion (LD),

e Especificidad analitica del ensayo. Se refiere a la capacidad del ensayo para detectar
las secuencias deseadas y no otras secuencias presentes en las muestras, no deseadas.

e Exactitud del ensayo. Es la diferencia entre los valores experimentales y los valores
reales.

e Repetitividad del ensayo. Se evalta segun la variabilidad en los valores obtenidos en
replicas técnicas. Es decir, el método debe arrojar mediciones consistentes, con
variabilidad reducida, para repetidas determinaciones de una misma muestra.

e Reproducibilidad del ensayo. Es la capacidad que tiene el ensayo de poder ser
realizado por distintos operarios o laboratorios y arrojar los mismos resultados.

2.8.Genes en estudio y Gen de referencia

Este trabajo se centra en el andlisis de expresion de las proteinas FFA3/GPR41 vy
FFA2/GPR43. Los genes de estos receptores estan compuestos por un nico exén, por lo cual
no presentan variantes de splicing y a su vez es imposible, mediante PCR, diferenciar sus
ARN mensajeros (ARNm), retrotranscriptos a ADNc, de su ADN genémico. Como se
describié anteriormente estos receptores contienen regiones conservadas, entre ellas su
dominio 7TM, sumamente Util al momento de disefiar los primers de PCR. Es por eso que
para analizar la expresion de las mismas, fue necesario desarrollar un flujo de trabajo que
minimice la contaminacion de las muestras con ADN gendmico.

Para estudiar la expresion de estos genes es necesario contar con una referencia frente
a la cual compararlos. Se seleccionaron genes que se expresan de forma estable en las células
de estudio. Para la PCR de punto final se selecciono la B-Actina, componente del esqueleto

celular y de expresién uniforme en la mayoria de los tejidos. Para la qPCR se utiliz6 el gen
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ABL1. ABL1 es un proto-oncogen que codifica una proteina quinasa, la cual se expresa en el
nacleo y en el citoplasma celular. La misma esta implicada en varios procesos de
diferenciacion celular, como asi también en la division y la adhesién celular. También esta
implicada en la respuesta al estrés de la célula. La actividad de la misma esta regulada por su
dominio SH3, cuando este dominio no se encuentra presente o se altera, convierte a ABL1 en
un oncogen. Existe una translocacion estructural entre los cromosomas 9 y 22, conocida como
cromosoma filadelfia o t(9;22), la misma origina como resultado la fusién de los genes
Breakpoint Cluster Region Protein (BCR) y ABL1 , dando lugar al gen de fusion BCR/ABL1,
causante de la leucemia mieloide crénica (LMC). (Amabile et al. 2015). Esto convierte al gen
ABLL1 en uno de los genes mas estudiados por la oncohematologia y es el gold-standard como
gen control en el monitoreo de la carga tumoral en la LMC, convirtiéndolo en un excelente
gen de referencia para FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 en Leucocitos(Hughes et al. 2006).

2.9.Parametros a tener en cuenta en el disefio de Primers

Los primers para este trabajo fueron seleccionados y disefiados bajo las siguientes
consideraciones:

e Temperatura de hibridacion: Para la PCR de punto final se contemplaron
temperaturas comprendidas en el rango de los 50°C a 60°C. Los primers
seleccionados, modificados y disefiados poseen una temperatura de annealing
comun de 53°C. Los primers para PCR en tiempo real fueron disefiados de
modo tal que su temperatura de annealing dptima sea de 60°C. Valores de
temperatura altos y cercanos a la temperatura de elongacion de la Tag-
polimerasa aseguran uniones primer-templado mas especificas y programas de
ciclado més eficientes.

e Tamafio y composicion de Primers: La temperatura de melting (Tm) de los
primers, temperatura a la cual el 50% de las hebras de ADN se encuentran en
estado de simple cadena, aumenta en la medida que se incrementa el tamafio
del Primer. A su vez, un mayor contenido de guanina (G) y citosina (C)
produce el mismo efecto. La Tm tiene una relacion directa con la temperatura
de annealing. Normalmente la longitud de los primers suele rondar entre 18 y
30 pares de bases (pb), aunque segun el uso que se les dé, estos pueden ser de
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mayor longitud. El contenido de G-C puede encontrarse entre 35% y 65%,
siendo 50% el valor utilizado con mayor frecuencia. Repeticiones en tandem
de guaninas pueden favorecer la formacion de dimeros de primers, productos
de PCR no deseables, esto debe tenerse en consideracion en el momento de su
disefio. Otra consideracion fundamental es evitar las estructuras
autocomplementarias dentro de sus secuencias. Esto no solo favorece la
formacion de dimeros e inespecificidad de los primers, sino que también afecta
la eficiencia de la reaccion de PCR.

Tamario de producto de PCR: EIl tamafio del producto de PCR depende de cada
aplicacion que se le dé. Cuanto mas grande es el producto de PCR menos
eficiente puede llegar a ser la reaccion. La secuenciacion Sanger convencional
requiere productos de PCR comprendidos entre los 200pb y 800pb, siendo su
valor ideal comprendido entre 400pb y 600pb. Existen polimeros para
electroforesis capilar que permiten secuenciar productos de PCR por fuera de
éste rango. A su vez, las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion
requieren de fragmentos de menor tamafo. La PCR en tiempo real requiere que
la reaccion tenga una eficiencia cercana al méaximo teérico, es por esto que los
productos de PCR deben ser de tamafio reducido. Si bien es posible utilizar
productos de hasta 700pb, el tamafio ideal se encuentra comprendido entre los
75pb y 150pb. Productos mas pequefios no podrian diferenciarse de dimeros de

primers.
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3. Materiales y Métodos

3.1.0btencion y aislamiento de Leucocitos Polimorfonucleares de sangre
periférica

La obtencidn de &cidos nucleicos de Leucocitos Polimorfonucleares (PMN) en sangre
periférica, tanto Neutréfilos como Eosinofilos, requiere de un método de aislamiento que
permita obtener una Optima cantidad y calidad de células para los ensayos moleculares
propuestos. Existen métodos de aislamiento de PMN tales como la sedimentacion en Dextran
6 en Ficoll-Hypaque. Sin embargo para la aplicacion de las herramientas moleculares
propuestas, es decir, para estudiar los niveles de expresion de ARNm de los receptores
FFA3/GPR41 y FFA2GPRA43, aln no se encuentra descripto en la literatura que metodologia
de obtencion y aislamiento de PMN en sangre periférica es la mas adecuada.

Se evaluaron los dos métodos nombrados previamente, con y sin modificaciones
especificas, a fin de determinar las condiciones adecuadas para aislar un producto celular
adecuado. Para esta evaluacion se procesaron muestras de descarte de 42 pacientes ingresados
para estudios vinculados a PMN (16 hombres y 26 Mujeres de entre 18 y 85 afios). De cada
paciente se extrajo sangre periférica que fue almacenada en tubos de marca Vacutainer de 7ml
conteniendo &cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Las muestras fueron procesadas en el

mismo dia de la extraccion.

3.1.1 Extraccion y purificacion de Polimorfonucleares de
sangre periférica: Método Dextran 6%

La sedimentacion con Dextran al 6% se basa en aprovechar la densidad diferencial de
cada linea celular, presente en la muestra de sangre, para separarlas en un gradiente de
sedimentacion. De esta manera las células mas densas sedimentaran antes que las de menor
densidad.

Manteniendo una relacion volumétrica de 4 partes de Dextran y una de sangre, se
incubd estaticamente la mezcla durante unos 30" a 37°C, que previamente fue suavemente
homogenizada. Finalizado el tiempo de incubacion se pudo observar dos fases bien
diferenciadas, una superior de color &mbar rica en Leucocitos y una fase inferior, de color
rojo, conteniendo la totalidad de los Eritrocitos. Se tomé la primera fase (aproximadamente

unos 300 ul — 450 ul) con un pipeta Pasteur y se transfirié a un microtubo cénico de 1.5 ml
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(tipo Eppendorf) estéril. Se le agregd un volumen igual de Hanks Balanced Saline Solution
(HBSS) estéril libre de Ca** y Mg”*. Este buffer no debe tener iones de magnesio ni de
calcio, ya que la presencia de estos iones, junto con el stress fisico debido a la manipulacién
de las muestras, suele desencadenar la activacion y aglutinaciébn de los Leucocitos,
impidiendo asi su correcta cuantificacion ya sea por microscopia 0 mediante citometria de
flujo. La fase aislada y resuspendida en HBSS se centrifugd durante 10" a 1000-1300 rpm. Se
descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet de Leucocitos en 1 ml de HBSS. Luego se
procedié a lavar el pellet para eliminar restos de Dextran presentes en la muestra. Para ello se
centrifugd nuevamente, se descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 500ul de
buffer HBSS, este proceso se repitié nuevamente y luego se resuspendié el pellet en 1 ml de
HBSS.

3.1.2 Extraccion y purificacion de Polimorfonucleares de

sangre periférica: Método Ficoll Hypaque

Al igual que la metodologia del Dextrdn 6%, se aprovecho la densidad diferencial de
cada linea celular para separar las células deseadas del resto de la muestra. Este método
consiste en utilizar Ficoll Hypaque preparado a una densidad de 1,077g/cm®. Esta densidad es
mayor que la de las células mononucleares, principalmente Monocitos y Linfocitos, pero
menor que la de los PMN y Eritrocitos. Como consecuencia, las células mas densas
sedimentan mientras que las menos densas quedan retenidas en la interfase que separa el
Ficoll Hypaque del plasma sanguineo.

En cada caso, 5 ml de sangre periférica volco cuidadosamente por las paredes de un
tubo cénico de 15 ml conteniendo 2,5 ml de Ficoll Hypaque (1,077 g/cm?®). Se debié mantener
la relacion volumétrica de 2 partes de muestra y una de Ficoll Hypaque, para obtener asi, dos
fases bien definidas, una transparente en el fondo del tubo, y otra roja en la parte superior que
contiene la sangre. Luego se centrifugo el tubo durante 20 minutos a 1500 rpm. Finalizada la
centrifugacion se obtuvo una fase que consiste de PMN vy eritrocitos, otra transparente de que
contiene el Ficoll Hypaque, una capa opaca en forma de halo que contiene células
mononucleares y un sobrenadante que consiste de plasma sanguineo. (Figura 10)

Con una pipeta Pasteur se descartd la capa que contiene las células mononucleares,
luego se retird las demas fases liquidas, dejando solamente la fase con eritrocitos y PMN.

Posteriormente se procedid a eliminar del pellet los glébulos rojos mediante un proceso de
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lisis. Para ello, el pellet se resuspendio en 5 ml de solucion lisante de cloruro de amonio
0.14M, se incub6 durante 10 minutos y se centrifugd por 10 minutos a 1100 rpm. El pellet
obtenido se lavé con 2 ml de HBBS, luego se volvié a centrifugar por 10 minutos a 1100 rpm

y el pellet final se resuspendi6 en 1 ml de HBBS.

=
. Plasma
Muestra de Con 2 | —
obulos
e i blancos
Ficoll

Ficoll Neutrofilos y
; Eritrocitos
Figura 10: Separacion por gradiente de densidades de muestra de sangre periférica mediante el método de Ficoll

Hypaque. Imagen modificada, traducida de idioma original (Low and Wan Abas 2015)

3.1.3 Extraccion y purificacion de Polimorfonucleares de
sangre periférica: Método combinado Dextran — Ficoll
Hypaque sedimentacién.

A fin de optimizar el rendimiento y calidad del producto celular aislado se procedi6 a
evaluar una combinacion de ambos métodos.

En un tubo coénico de 15 ml se colocaron 2,5 ml de Dextran 6% y se agregd 5 ml de
sangre periférica. Se incub6 la mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos. Terminada
la incubacidn se observo la formacion de dos fases claramente definidas, la superior de color
ambar conteniendo Leucocitos y la inferior de color rojo conteniendo mayoritariamente
eritrocitos. Se separ6 el sobrenadante con pipeta Pasteur, suavemente sin levantar la fase del
fondo y se trasvaso a un tubo cénico de 15ml. Se centrifugd durante 15 minutos a 1500
rpm. Luego se descarté el sobrenadante y se resuspende el pellet en 2 ml de HBSS libre Ca?*
y Mgz+.

El pellet resuspendido volvcé suavemente por las paredes de un tubo cénico de 15ml
conteniendo 1ml de Ficoll Hypaque (1,077g/cm®), de esta manera se previno que las fases se
mezclen. Luego se centrifugd 30 minutos a 1500 rpm. Se descartd el sobrenadante,
comenzando por retirar el halo blanco de células mononucleares, ya que son el principal

contaminante que afecta el rendimiento del aislamiento. En el caso de que el pellet
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conteniendo los PMN contenga fuerte contaminacion de Eritrocitos, pellet rosado o rojo,
opcionalmente se lo pudo resuspender en 2ml de solucion de lisis de cloruro de amonio
0,14M vy transcurridos 5 minutos, centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos. Este proceso se
repitié una vez mas, utilizando HBSS en vez de lisante, para eliminar los restos de Ficoll

Hypaque.

3.1.4 Evaluacion de producto aislado por citometria de Flujo

Alicuotas de 300ul de cada de las muestras procesadas mediante los métodos de
aislamiento de PMN previamente descriptos, se cuantificaron en un citometro de flujo
Sysmex XS-1000i. Este citometro cuantifica y separa las poblaciones celulares segin su

fenotipo permitiendo conocer la proporcion y cantidad de células extraidas.

3.1.5 Analisis estadistico de los tres métodos

Con el fin de determinar cuél es el método Optimo para la obtencion de PMN se
realizd un andlisis estadistico. Se procedio a elegir el método que permita obtener la mayor
pureza de Neutrofilos manteniendo una cantidad de células requeridas. Se obtuvieron las
medias de los componentes celulares aislados expresados como porcentaje de células del total

obtenido, asi como también los desvios estandar y coeficientes de variacion.

3.2.Extraccion de acidos nucleicos

Una vez aislados los PMN mediante el método combinado de Dextran-Ficoll
Hypaque, se purific6 ADN y ARN total utilizando el sistema automatizado de extraccion de
acidos nucleicos Roche’s MagNa Pure system. Para obtener ADN se utilizé el kit MagNA
Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit | de (Roche Diagnostics, Gmbh, Alemania) segin
indicaciones del fabricante. Para la obtencion de ARNm se utilizé el kit MagNA Pure
Compact RNA lIsolation Kit de (Roche Diagnostics, Gmbh, Alemania) segin indicaciones del
fabricante. Para asegurar la pureza del ARN, sin contaminacién de ADN, las muestras fueron
incubadas con DNAsa I, provista por el fabricante, durante su procesamiento. EI ADN
obtenido se almacend inmediatamente a -20°C mientras que el ARN se almacené como ADN
copia (ADNCc) a -20°C para garantizar su estabilidad, realizandose la retrotranscripcion (RT)

inmediatamente después de la extraccion del ARN.
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3.3.Analisis de calidad de los acidos nucleicos por el método combinado.

Las bases nitrogenadas, componentes de los acidos nucleicos, poseen estructuras
aromaticas que absorben la radiacién ultravioleta, siendo los 260nm la longitud de onda
donde se absorbe. Las proteinas, al igual que los acidos nucleicos, poseen estructuras
aromaticas, las cuales se encuentran presentes en algunos aminoacidos. A diferencia de los
acidos nucleicos, las proteinas tienen su mayor absorbancia en el orden de los 280nm. Esta
caracteristica permite mediante espectrometria UV establecer una relacion entre la
absorbancia a 260nm y 280nm. Cuando la relacion 260nm/280nm adquiere un valor igual a
1,8 se considera que la muestra de ADN es pura y no posee contaminacion de proteinas.

El ADN obtenido utilizando el MagNa Pure se cuantificé por medio de espectrometria
UV (260nm/280nm) con el fin de evaluar la proporcién de contaminacion con proteinas en las
muestras, asi como tambien, cuantificAndolas, establecer cual fue el rendimiento de la

purificacion.

3.4.Reaccion de Retrotranscripcion (RT)

Los é&cidos ribonucleicos (ARN) son moléculas monocatenarias de estabilidad
relativamente baja, debido a esto, si se desea almacenar secuencias de ARN de manera mas
estable, es necesario retrotranscribir las mismas en ADNc. Otra razén para retrotranscribir
ARN a ADNCc es para poder amplificarlo por PCR. La Tag-Polimerasa utilizada para PCR
solo es capaz de polimerizar ADN utilizando una hebra molde de ADN, no de ARN. Por esta
razén, para poder amplificar ARNm es necesario realizar una retrotrascripcion (RT) seguida
una PCR (RT-PCR).

Para determinar las condiciones de RT ideales para obtener ADNc de los genes de
interés se evaluaron 3 condiciones de RT distintas. La primera de las tres condiciones fue la
utilizada por el laboratorio de virologia de CEMIC para obtener ARN de origen viral, la
segunda fue la sugerida por el fabricante de la enzima y por Gltimo se evalu6 una tercera
condicion desarrollada para este trabajo.

Para la reaccion retrotranscripcion se utilizaron los siguientes reactivos:

e Buffer 10X: Tampédn de reaccion 10X [75 mM Tris HCI (pH 9.0), 50 mM KClI, 20

mM (NH4)2S04] el mismo se encuentra libre de lones Magnesio y Calcio.
e Random Primer: Son oligonucle6tidos hexaméricos, de secuencias aleatorias, que

hibridan con el ARN, actuando como cebadores de la RT.
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e MMLV: Es la transcriptasa reversa del Murine Moloney de Leukemia Virus (M-
MLYV). Es una ADN polimerasa recombinante que puede sintetizar ADNc
utilizando ARN como hebra molde.

e RNA:sin: Es un inhibidor de RNAsas, evita la degradacion de las moléculas de

ARN.

e dNTP: Son desoxiribonucleétidos-trifosfato libres. Las ADN polimerasas los

utilizan como sustrato para sintetizar las hebras complementarias de ADN.

En la primera reaccion se utilizd el Buffer diluido a 1x, Magnesio
1,25mM, 250nM dNTPs, random primers 40nM, 0.2ul de RNAsin, 0,5ul de M-MLYV, 2ul de
RNA en un volumen final de 20ul, el volumen restante se completé con H,O DEPC. La
segunda condicion de reaccién unicamente difiere en la cantidad de ARN utilizado. En este
caso el volumen de H,O DEPC utilizado previamente es reemplazado por ARN en su
totalidad, aumentando asi la cantidad de ARN en la reaccion. Para la Ultima condicion de
reaccion se utilizaron Buffer diluido a 1x, magnesio 10mM, dNTPs 1mM, random primers
440nM, 1,25ul de RNAsin, 2,5ul de MMLYV y 4,4ul de RNA en un volumen final de 50ul.

En los tres casos las mezclas de reaccion fueron sometidas, durante 10 minutos, a
70°C con el fin de desnaturalizar cualquier estructura secundaria que pudiesen contener las
moléculas de ARN. Estas estructuras podrian intervenir negativamente en el proceso de
sintesis de la hebra de ADNc. Inmediatamente despues se las coloco a -20° durante 3 minutos
para evitar que se vuelvan a formar dichas estructuras. A continuacién, se las incubé a 42°
durante 30 minutos y luego a 95° durante 3 minutos. El producto obtenido se almaceno a -
20°C.

Finalmente se realiz6 una PCR de punto final, para los genes de interés, con el fin de
evaluar el rendimiento de cada condicion RT. Las condiciones de reaccion se detallan a
continuacion, dentro de la seccion “Reaccion de PCR de punto final”. Los productos de PCR
fueron evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa. Alicuotas de 10ul de los
productos de PCR fueron sembradas en un gel de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de
etidio. La corrida electroforético se realiz6 a 60v durante 45 minutos. Los fragmentos fueron
visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta y registrados mediante una camara

fotografica.
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3.5.Reaccion de PCR de punto final

Con el fin de estudiar, en una etapa futura, las secuencias de los sitios de
reconocimiento de AGCC mediante secuenciacion Sanger, fue necesario desarrollar PCRs de
punto final para cada gen.

Las reacciones se realizaron en concentraciones finales de Mg?* 1,5mM, dNTPs
250mM, primer forward 1mM, primer reverse 1mM y 1,25 unidades de enzima, en un
volumen final de 50ul, de los cuales 5ul corresponden a la muestra ya sea ADN o ADNCc. Las
reacciones se llevaron a cabo con la enzima Tag-Polimerasa recombinante (Thermo Fisher
Scientific Inc., Estados Unidos). Los programas de ciclado fueron realizados con una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos con
desnaturalizacion a 95°C durante 45 segundos, hibridacion a 53°C durante 45 segundos y
extension a 72°C durante 90 segundos y un paso final de elongacion a 72°C durante 10
minutos. Todas las reacciones se llevaron a cabo en termocicladores Veriti™ - Applied
Biosystems™\.

Las reacciones fueron verificadas mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5%
a un voltaje de 80V.

3.6.Disefo de primers

Debido a que los genes de FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 poseen un Unico exén no se
pudieron disefiar sets de primers que discriminen sus ARN mensajeros del ADN gendémico.
Para la PCR de punto final se utilizaron primers modificados a partir de los propuestos por Le
Poul et al. 2003 a fin de unificar las distintas reacciones de PCR en un mismo programa de
ciclado (Tabla I). A su vez, se disefiaron sets de primers que cumplen con los requerimientos
técnicos de una PCR en tiempo real. Todos estos primers son especificos para los dominios
7TM de los receptores, altamente conservados, asegurando un annealing preciso durante la
PCR. La region que comprenden los primers para PCR de punto final contiene los codones
codificantes para los aminoacidos criticos en el reconocimiento de los Ligandos. Esto
permitira, en el futuro secuenciar los sitios de reconocimiento de Ligando mediante el método
Sanger, en el proyecto de investigacion en el cual se enmarca este trabajo. Se disefiaron
primers para la B-Actina, la cual se utiliz6 como gen de referencia (housekeeping) en la PCR
de punto final, mientras que para la PCR en tiempo real se disefiaron primers especificos para

el gen ABL1. Estos primers, para genes de referencia, comprenden regiones entre intrones,
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permitiendo asi discriminar ARN mensajero de ADN genomico. Los primers fueron
seleccionados y disefiados bajo las condiciones que se detallan en la seccion  “2.9.
Parametros a tener en cuenta en el disefio de Primers” en Introduccion.

Los Primers fueron disefiados utilizando la plataforma PRIMER 3 y a su vez sus
secuencias fueran alineadas frente a las bases de datos RefSeq (mMRNA) y Genome (Homo
Sapiens) del National Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante la herramienta
Primer Blast (Ye et al. 2012). De este modo se verifico su especificidad y la ausencia de
productos de PCR no deseables. Los primers utilizados en este trabajo fueron sintetizados por

la empresa Genbiotech S.R.L. en escala de 25 nanomoles y purificados mediante desalado.

Pares de primers utilizados
Longitud Longitud

Nombre Sentido Secuencia Hibridacion primer producto
(5'-3") (eC) (pb) (pb)
FFA3/GPR41 Forward TACGTCATAGAATTCTCAGG 53 20 543
Punto Final (A) Reverse TGTTCACTGGTCTTTCTTTC 53 20
FFA2/GPR43 Forward TTCTACAGCAGCATCTACTG 53 20 563
Punto Final (B) Reverse GAGAAATAGAAGAGCAGGGG 53 20
p-Actina Forward CGCCTTTGCCGATCC 53 15 1
Punto Final (C) Reverse CTCAAACATGATCTGGGTC 53 19
FFA3/GPR41 Forward TGCTGTTCCTGCCTTTCCGCATG 60 23 150
Real-Time PCR (C) Reverse GGAAGCGTTCAATGCTCACAGCT 60 23
FFA2/GPR43 Forward GCCTGGGTTATGTCCTTTGGTCA 60 23 112
Real-Time PCR (C) Reverse CGGTGAAGTTCTCGTAGCAGGTA 60 23
ABL1 Forward ATCTGCCTGAAGCTGGTGGG 60 20
Real-Time PCR (C) Reverse TTCCAACGAGCGGCTTCACT 60 20 137

Tabla I: (A) Primers propuestos por Le Poul et al. 2003. (B) Modificacion de los primers propuestos por Poul

et al. 2003. (C) Primers desarrollados para éste trabajo.

3.7.Reaccion de PCR en tiempo real

Con el fin de evaluar los niveles de expresion de los genes de GPR41/FFA3 y
GPR43/FFA2 se procedid a poner a punto y estandarizar sus RT-qPCRs correspondientes. El
método de deteccion utilizado fue el de fluorescencia por agente intercalante, utilizando Sybr
Green. Se utilizd el kit LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | (version 18) -
Roche Diagnostic S.A. Las reacciones se realizaron en el termociclador LightCycler® 2.0 con
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sistema de carrusel. Se eligié este método de deteccion ya que el uso de Sybr Green, si bien
requiere de una puesta a punto de mayor complejidad, respecto a otros métodos, es econémico
y reproducible.

Las reacciones se llevaron a cabo segun las indicaciones del fabricante, empleando
3,5ul de ADNc obtenido mediante las condiciones de retrotranscripcion previamente
descriptas. La concentracion final de Mg fue 1.5mM, la de cada primer fue 200nM, la de
pre-mix, conteniendo buffer y enzima, 1x y el volumen final de reaccion fue de 10ul.

Todas las mezclas de reaccion (Master Mix) se realizaron bajo campana en una cabina
especial dedicada a su preparacion (Figura 11). Los primers utilizados fueron los detallados

en la Tabla I de la seccion “Disefios de primers”.

Figura 11: Armado de la Master Mix bajo campana. Es necesario limitar la cantidad de luz presente en la
campana ya que el Sybr Green es un fluor6foro fotosensible.

El programa de ciclado se dividié en 3 etapas, consistiendo de una primer etapa de
desnaturalizacion, seguida de un Touch Down, una etapa de amplificacion y finalmente un
analisis de Alta Resolucion de Fusion o High Resolution Melting. Se utilizé una etapa de
Touch Down con el fin de incrementar la especificidad y sensibilidad de la reaccién. Esta

etapa consiste de una serie de ciclos, 4 en este caso, en los cuales la temperatura de annealing,
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mayor a la utilizada durante la amplificacion, se reduce ciclo a ciclo hasta alcanzar su valor
definitivo. De esta manera se previene la formacién de sub-productos inespecificos a la
reaccién aumentando la astringencia de la union entre los primers y la hebra de ADN
complementaria. La etapa de amplificacion consta de 40 ciclos. El andlisis de melting
permite evaluar la especificidad de la reaccion ya que discrimina productos de PCR segun sus

temperaturas de desnaturalizacion. El programa de ciclado se detalla en la Tabla Il.

Programa de ciclado de PCR en tiempo real

Etapa Temperatura Tiempo Rampa Ciclos
(°C) (HH:MM:SS) ©°C/segundo  Nro.

Desnaturalizaciébn 95 0:10:00 20 1
95 0:00:10 20

Touch Down 1 68 0:00:10 20 1
72 0:00:10 20
95 0:00:10 20

Touch Down 2 66 0:00:10 20 1
72 0:00:10 20
95 0:00:10 20

Touch Down 3 64 0:00:10 20 1
72 0:00:10 20
95 0:10:00 20

Touch Down 4 62 0:10:00 20 1
72 0:10:00 20
95 0:00:10 20

Amplificacion 60 0:00:10 20 40
72 0:00:10 20
95 0:00:00 20

Melting 40 0:00:15 20 1
95 0:00:00 0.1

Enfriamiento 40 0:00:30 20 1

Tabla I1: Programa de ciclado utilizado en las reacciones de gPCR para los genes FFA3/GPR41, FFA2/GPR43
y ABLL.

Durante la puesta a punto de la gPCR se optimizd la concentracion de magnesio de
la reaccion. EI magnesio es un cofactor muy importante para el funcionamiento de la ADN
polimerasa. Ayuda a estabilizar la doble hebra de ADN y aumenta la temperatura de

annealing. Por lo tanto, la optimizacién de la concentracion de Mg?®* es critica para controlar
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la especificidad y eficiencia de la reaccién. Una baja concentracién de Mg®* produce un
apareamiento de bases mas débil durante la etapa de elongacion, dando lugar a un bajo
rendimiento de reaccién. En contrapartida, una alta concentraciéon de Mg®* favorece la
formacion de productos no especificos (Thermo Fisher Scientific n.d.)

En este trabajo, para determinar la concentracién 6ptima de Mg®*, se realiz6 un
Gradiente de Magnesio de 3 concentraciones. Posteriormente se determind cual fue la mas
adecuada considerando la eficiencia y especificidad de reaccién con cada una. Las
concentraciones evaluadas fueron 1mM, 1,5mM y 2mM. Se realizaron Master Mixes para
cada gen y para cada concentracion, y con ellas se realizaron gPCRs con el programa de
ciclado descripto previamente.

La especificidad de las reacciones se evalu6 mediante andlisis de melting y
electroforesis en gel de agarosa para verificar la ausencia de productos no deseados.

3.7.1. Estandarizacion de la reaccion de PCR en Tiempo Real

Uno de los pasos méas importantes de la puesta de una PCR en tiempo real es su
estandarizacion. Cuando en la reaccion se utiliza como fluoréforo al Sybr Green, la
estandarizacion cobra mayor importancia ya que el mismo se une a cualquier fragmento de
ADN de doble cadena y es imperativo asegurar la especificidad y sensibilidad de la reaccion.
Como paso previo al armado de las curvas de calibracion, es necesario proceder con la
preparacion de soluciones Patron. Estas soluciones contienen una cantidad conocida de copias
de moléculas de ADN con las secuencias de interés, las cuales se obtuvieron por PCR de
punto Final. Los primers utilizados son los que se muestran en la tabla | de la seccidn
“Disefios de primers”, bajo las condiciones de PCR descriptas anteriormente para cada uno de
ellos. Como templado de cada reaccion se utilizO ADNc obtenido durante la optimizacién de
las reacciones de RT. Los productos de PCR fueron diluidos, proporcion 1:100, y
cuantificados en un espectrofotdbmetro. Posteriormente fueron diluidos hasta obtenerse una
concentracion de 3,00E+07 (30.000.000) copias de secuencia de gen por microlitro. Para
realizar el célculo de conversion de masa molecular a nimero de copias se utilizé la siguiente

férmula (3)
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©)
N de copias=  (ng ADN * 6.022*10%)

(pares de bases * 10° * 650)

Donde ng ADN corresponde al valor obtenido en cada medicion realizada en el
espectrofotémetro. El nimero 6.022*10% es el nimero de Avogadro y 10° es el factor de
conversion de nanogramos a gramos. A su vez, pares de bases depende del tamafio de cada
producto de PCR, siendo 543pb para FFA3/GPR41, 563pb paraFFA2/GPR43 y 137pb para
ABL1. Este célculo se realizd bajo la suposicion de que el peso promedio de cada par de
bases es de 650 daltons, es decir, que un mol de par de bases tiene un peso molecular de 650
gramos.

Una vez obtenida la solucidn patron, se procedié a la preparacion de la curva de
calibracién. Se prepar6 una solucion maestra conteniendo 3,00E+06 copias por microlitro de
cada gen procedentes de las soluciones Patron; a la misma se le realizaron diluciones seriadas
al décimo hasta obtenerse una solucidn con una concentracion final equivalente a 3 copias de
cada gen por microlitro. Los 6 tubos obtenidos fueron alicuotados, almacenandose por
cuadruplicado, con el fin de evitar la degradacion de la muestra entre ciclos de congelamiento
y descongelamiento, asegurando asi que el ndmero de copias de cada curva standard se
mantenga constante entre usos.

Las curvas de calibracion de cada qPCR se obtuvieron por triplicado, realizando las
réplicas en intervalos de 48hs; a cargo del mismo operador, para asi, reducir la variabilidad de
resultados por cambio de operador.

Finalmente, para obtener la pendiente y ordenada al origen de las curvas de
calibracién, se realiz6 un analisis de regresion lineal utilizando el software InfoStat (FCA,
Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Junto con estos datos, se obtuvieron los
desvios estandar correspondientes a cada curva y sus coeficientes de determinacion (R?). A su
vez, se utilizaron dos variantes de curva de calibracion, una de 6 puntos con un limite de
deteccion (LD) de 10,5 copias en 10ul de volumen de reaccion y otra de 5 puntos con un LD
de 105 copias en 10ul de volumen de reaccidon final. Siendo la primera mas sensible y la

segunda mas precisa.

Pagina 42 de 68



UADE e PUESTA A PUNTO DE UNA METODOLOGIA MOLECULAR PARA LA DETECCION
DE LOS GENES GPR41Y GPR43 COMO HERRAMIENTA DE DIAGNOSTICO CLINICO E INVESTIGACION.

Anadon, Maria del Rosario y Klosowski, Federico Andrés

3.7.2. Anédlisis de expresion de GPR41/FFA3 y GPR43/FFA2 en
sangre periférica.

Una vez estandarizadas las reacciones de qPCR se procedié a estudiar los niveles de
expresion de los receptores de AGCC en una poblacion control. Para ello se tomaron muestras
de sangre periférica, con consentimiento informado previo, de 6 individuos sanos. Se
considerd individuo sano a aquel que no presente sintomas de trastornos digestivos o
inmunoldgicos ni esté cursando alguna enfermedad diagnosticada. Se obtuvo ARN total de
Neutréfilos mediante el método combinado Dextran - Ficoll Hypaque y luego se lo almacen6
como ADNCc. Se evaluaron los niveles de expresion de GPR41/FFA3 y GPR43/FFA2 por
gPCR y se utilizd el gen ABL1 como referencia. Las reacciones se realizaron por duplicado
para descartar errores de pipeteo. Los valores de Cp obtenidos, fueron convertidos a nimero
de copias iniciales de cada gen por microlitro de volumen de reaccion y luego relativizados

respecto a ambos receptores asi como también a la referencia.

3.7.3. Ensayo de estimulacion de GPR41/FFA3 y GPR43/FFAZ2
con AGCC.

Se disefid y realiz6 un ensayo de estimulacion con AGCC en cultivos de Neutréfilos
aislados de sangre periférica de individuos sanos, a fin de evaluar si la interaccion de la
células con el Ligando tiene algun efecto regulatorio sobre la expresion de GPR41/FFA3 y
GPR43/FFA2. Se considero individuo sano a aquel que no presente sintomas de trastornos
digestivos o inmunoldgicos ni esté cursando alguna enfermedad diagnosticada

Para realizar este ensayo se extrajo sangre periférica de dos individuos, con
consentimiento informado previo, la cual fue almacenada en jeringas heparinizadas. Se
aislaron Neutrofilos de las muestras obtenidas mediante el método combinado Dextran -
Ficoll Hypaque. En esta instancia no se utilizd sangre almacenada con EDTA ya que este
anticoagulante tiene un efecto inhibitorio sobre el metabolismo celular y por esta razén no se
podrian obtener respuestas celulares durante la estimulacion con AGCC. La heparina es un
anticoagulante natural que actta sobre la trombina, molécula que cumple un rol fundamental
en la formacion del coagulo en la sangre, sin afectar el metabolismo celular. Esto convierte a
la heparina en el anticoagulante més utilizado para el almacenamiento de muestras de sangre
0 médula 6sea para cultivos celulares. Los Neutrofilos obtenidos fueron cultivados a 37°C en

condiciones de anaerobiosis en frascos de cultivo con 7ml de medio de cultivo RPMI 1640
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con L-Glutamina (Thermo Fisher Scientific Inc., Estados Unidos) con 100ul de antibiotico a
base de penicilina y estreptomicina (Thermo Fisher Scientific Inc., Estados Unidos) durante
22 horas. En cada caso se cultivé una fraccion de Neutréfilos en condiciones normales y otra
fraccion con el mismo medio de cultivo conteniendo &cido acético a una concentracion de
100mM. No se utilizaron tiempos de cultivo superiores a las 22hs para evitar dafios a las
células, producto de la excesiva acidificacion del medio. Transcurridas las 22hs el contenido
de cada flask fue transferido a tubos conicos de 15ml los cuales se centrifugaron a 1500 rmp
durante 10 minutos, se descartaron los sobrenadantes y los pellets celulares se resuspendieron
en HBSS. De cada producto resuspendido se tomaron 10° células y se les extrajo ARN total el
cual fue retrotrascripto para ser almacenado como ADNCc.

Finalmente se evaluaron los niveles de expresion de GPR41/FFA3 y GPR43/FFA2
por gPCR vy se utilizd el gen ABL1 como referencia; esto se realizd junto con las muestras
descriptas previamente en la seccion “Analisis de expresion de GPR41/GPR43 en sangre
periférica”.

Debido a que las reacciones de qPCR se analizaron por duplicado, sélo se
consideraron los ensayos sin variabilidad entre réplicas. En el caso de haberse detectado
variabilidad entre resultados se procedio a repetir el ensayo. Se calculd la media de los valores
que cumplieron con este criterio y su valor se relativizo respecto a los deméas genes a fin de
simplificar el andlisis. Los resultados obtenidos se expresaron como Fold Change (FC) en
logaritmo de base 2, también denominados Log - Fold Change (L-FC). De esta forma se
simplifica la interpretacion de resultados, todo valor positivo se considera sobre-expresion de
un gen mientras que todo valor negativo lo contrario. La formula utilizada para obtener los
valores de L-FC fue (4):

L-FC = Log, (copias de Gen A/ copias de Gen B) (4)

Una vez obtenidos todos los valores de L-FC se calcularon las medias y coeficientes
de variacion (CV) para las dos condiciones evaluadas, es decir, expresion de genes basal y
expresion de genes luego del ensayo de estimulacion con AGCC. Siguiendo los criterios
propuestos por GOMES 2009 et al. (Couto, Peternelli, and Barbosa 2013; Leal et al. 2014) se
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considero que valores de CV inferiores a 10% corresponden a baja variacion, mientras que
valores superiores corresponden a alta variacion. Siguiendo este criterio se categorizaron los
resultados y se realizd una prueba estadistica de Fisher para evaluar diferencias

estadisticamente significativas entre ambas condiciones de tratamiento
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4. Resultados

4.1.0btencion y aislamiento de Leucocitos Polimorfonucleares en sangre
periférica

Las poblaciones leucocitarias obtenidas con el primer método, de Dextran al 6%,
tuvieron una composicion media de células polimorfonucleares del 72%, de las cuales 96%
eran Neutrofilos y 4% Eosindfilos. Alrededor del 18% corresponde a Linfocitos, un 4% a
Monocitos y 6% Basofilos (Tabla I11).

Los valores obtenidos para el método de Ficoll Hypaque resultaron inadecuados, con
una composicion media de células polimorfonucleares del 75%, de los cuales el 93% eran
Neutrofilos y 7% Eosinofilos. Las subpoblaciones leucocitarias restantes no pudieron ser
diferenciadas por los citometros de flujo automatizados, esto podria deberse a algin dafio
morfoldgico producido a las células durante su aislamiento. Por esta razén se decidio
descartar la metodologia y s6lo se procesaron 7 muestras (4 mujeres y 3 hombres) bajo esas
condiciones (Tabla IlI).

Finalmente, con el método combinado Dextran — Ficoll Hypaque, se obtuvieron
poblaciones leucocitarias con una composicion media de células polimorfonucleares del
96.4%, de las cuales el 93.5% eran Neutréfilos y el 6.5% Eosindfilos. Sélo el 1,9% consistid
de Linfocitos, 0,4% Monocitos y 1,3% Basofilos. El coeficiente de variacion del método es de
un 2,36% con una desviacion estandar de 0,023%. Con el método combinado se puede
obtener un rendimiento mayor al 90% de Neutréfilos y se observé una leve variabilidad de
resultados luego de procesar las 42 muestras. Por este motivo, éste fue el método elegido para
la obtencion de Neutréfilos de sangre periférica utilizado en los pasos posteriores de este
trabajo (Tabla I1I).
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Dextran 6% Ficoll Hypaque Método combinado
% (n=42) % (n=7) % (n=42)

Linfocitos 18.0 No evaluable 1.9

Monocitos 4.0 No evaluable 1.3

Basofilos 6.0 No evaluable 0.4

Eosindfilos 3.0 5.0 6.3

Neutrofilos 69.0 70.0 90.1

PMN totales 72.0 75.0 96.4

Tabla I11: Férmulas leucocitarias medias obtenidas mediante cada uno de los métodos.

4.2.0btencidn de acidos nucleicos y deteccion de secuencias mediante
PCR de punto final
La integridad del ADN obtenido con el equipo automatizado MagNaPure fue evaluada
mediante el analisis de 5 muestras por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. La presencia
de bandas tenues pero Unicas en la parte superior del gel indican la presencia de ADN

gendmico integro, sin degradacion ni evidencias de presencia de ARN (Figura 12).

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa 1.5% 85v — 1.25h. M 1 a 5 corresponde a las muestras de ADN, m
corresponde a dos marcadores de tamafio molecular. Se evalGa integridad de los 4cidos nucleicos. . La imagen

fue modificada para contener rétulos y convertida a escala de grises.

El rendimiento de ADN obtenido se evalué mediante espectrofotometria. La relacion

de absorbancia 280nm/260nm sugiere la ausencia de contaminacion con proteinas. El
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rendimiento medio de ADN obtenido fue de 31.2ng/ul con un desvio estandar de 13.2% y un
coeficiente de variacion del 42.4%.(Tabla 1V).

Evaluacion de productos aislados de ADN por espectrofotometria

Muestra Absorbancia ADN Abs 280/260
# - ng/ul -

1 0.085 42 ~1.8

2 0.035 17 ~1.8

3 0.033 17 ~1.8

4 0.073 37 ~1.8

5 0.086 43 ~1.8

Media 0.062 31.2 -

Desvio STD 0.026 13.16 -

CV% 42.36% 42.18% -

Tabla IV: Evaluacion de productos aislados de ADN por espectrofotometria, se obtuvieron valores de

concentracién y relacidn absorbancia 280nm vs 260nm en 5 muestras.

Luego de la amplificacién por PCR de punto final de los genes FFA3/GPR41 y
FFA2/GPR43, se realizd una corrida electroforética en gel de agarosa. Como se puede
observar en la Figura 13, se detectan bandas Unicas para cada gen, las cuales coinciden con
los tamafios de banda esperados, siendo 543pb para FFA3/GPR41 y 563pb para
FFA2/GPR43. Por lo tanto se pudo corroborar que el método de extraccion combinado es

apto para reacciones de PCR posteriores.
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1000kb A

Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, sobre productos de la primera PCR de punto final, realizada

para evaluar la compatibilidad del método combinado con las reacciones de PCR. Donde M= muestra (A y B).
Calles 1 y 2 deteccion de FFA3/GPR41, calles 3 y 4 deteccién de FFA2/GPR43 y calle 5 NTC= control sin
templado se utilizd6 ARN en vez de ADNC, los NTC de las de reacciones de PCR fueron sembradas en la misma

calle. . La imagen fue modificada para contener rétulos y convertida a escala de grises.

4.3.Evaluacion del mejor método de reaccion de retrotranscripcion (RT)
Luego de evaluar 3 condiciones distintas de retrotranscripcion, se opt6 por utilizar la
condicion desarrollada exclusivamente para este trabajo. Se corrobord, mediante la
amplificacion por PCR del ADNc obtenido bajo las 3 condiciones, cual fue la mas apta
(Figura 14).
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Figura 14: Gel de agarosa al 1,5% donde se evaluaron las 3 condiciones de retrotranscripcion. Se analizaron
para los 3 genes en estudio GPR41-GPR43-ABL1. Donde 1 es la condicion desarrollada para este trabajo, 2 es
la condicion sugerida por el fabricante y 3 es la condicion de RT para RNA viral utilizada en el laboratorio de
virologia del Hospital CEMIC. El rendimiento de amplificacion para FFA3/GPR41 fue bajo para las 3
condiciones, no se detectaron bandas en el gel de agarosa. . La imagen fue modificada para contener rétulos y
convertida a escala de grises.

4.4.Parametros de la PCR en tiempo real

Se pudo verificar que la sensibilidad y rendimiento de la reaccion incrementa con la
concentracion de magnesio en la Master Mix, tal como se puede ver en la Figura 15. No se
detectdé amplificacion de los genes cuando se utilizé una concentracion de magnesio final de
ImM.
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Figura 15: Diagrama de amplificacion de cada uno de los genes bajo diferentes concentraciones de Magnesio.
La imagen de la izquierda corresponde a una concentracion de magnesio 2mM. La imagen de la derecha
corresponde a una concentracion de 1,5mM. Como se puede observar, los Cp a una concentracion de 2mM son
menores a los Cp a menor concentracion. Esto se traduce a una mayor amplificacién en menor cantidad de

ciclos. Debajo se puede observar el anélisis de melting de las dos condiciones. No se observan picos secundarios.

Cada producto de PCR posee una temperatura de melting (Tm) propia que lo
caracteriza. Mediante el uso de curvas de melting se pudo verificar que cada uno de estos
productos de PCR se desnaturaliza a su valor de temperatura teérico. A su vez la ausencia de
picos secundarios indica que la reaccion de gPCR no genera dimeros de primers ni otros
productos no deseados, los cuales podrian interferir en la medicién de fluorescencia durante la
gPCR, obteniéndose valores que no corresponden con la cantidad de copias de gen presentes
en la muestra (Figura 16).

Las temperaturas obtenidas para los genes FFA2/GPR43, FFA3/GPR41 y ABL1
mediante el andlisis de melting fueron 82.82°C, 87.17°C y 86.83°C respectivamente. Durante
todas las reacciones de qPCR los valores de melting obtenidos para cada gen se mantuvieron
constantes convirtiéndolos en un buen indicador de especificidad en las reacciones, tal como
se puede ver en la Figura 16 donde se pudo detectar a FFA2/GPR43 en dos concentraciones

iniciales distintas pero temperaturas de melting similares.
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Figura 16: Curva de disociacion de cada fragmento a estudiar, en donde ademas de los genes FFA2/GPRA43,
FFA3/GPR41 y ABL1, se analiz6 una muestra diluida de FFA2/GPR43 (se observa en color negro). Imagen
original modificada con rdtulos sobre los picos de cada gen.

Se corrobord la especificidad de las amplificaciones del gradiente de magnesio

mediante analisis de melting y electroforesis en gel de agarosa al 2%. (Figura 17)

200pb

100pb

Figura 17: Gel de agarosa al 2%. Calles 1 y 4 FFA3/GPR41 (150pb), calles 2 y 5 FFA2/GPR43 (112pb), calles
3y 6 ABL1 (137pb) y M corresponde a marcador de peso molecular de escala de 100pb. La imagen fue

modificada para contener rétulos y convertida a escala de grises.

4.5.Estandarizacion de la PCR en tiempo real

Los valores de Cp obtenidos tras realizar las reacciones de calibracion de qPCR son
detallados en la tabla V. Los valores de pendiente y ordenada al origen obtenidos para cada
gPCR de cada gen tanto para curvas de 6 puntos como para 5 puntos se detallan a
continuacién (Tabla VI, Figura 18, Figura 19).
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Curvas de calibracion

Réplica Punto ABL1 FFA2/GPR43 FFA3/GPR41 Calibrador  Copias en reaccion
# # Cp Cp Cp Log copias/ul vf=10ul
1 6 28.58 2861 30.45 0.48 10.5

2 6 31.3 3157 N/D 0.48 10.5

3 6 27.71 273 30.54 0.48 10.5

1 5 2343 2484 24.72 1.48 105

2 5 23.06 25.63 24.62 1.48 105

3 5 23.78 245 25.43 1.48 105

1 4 20.06 21.93 21.76 2.48 1050

2 4 19.97 21.87 21.39 2.48 1050

3 4 205 2226 21.67 2.48 1050

1 3 16.89 18.24 18.15 3.48 10500

2 3 17.15 18.24 17.58 3.48 10500

3 3 17.38 17.89 17.31 3.48 10500

1 2 13.04 14.97 14.69 4.48 105000
2 2 13.27 15.27 14.04 4.48 105000
3 2 13.56  15.57 14.61 4.48 105000
1 1 9.26  11.58 10.27 5.48 1050000
2 1 9.93 1143 10.42 5.48 1050000
3 1 10.24 11.22 10.07 5.48 1050000

Tabla V: Valores de Cp obtenidos para cada punto y réplica de las curvas de calibracion. N/D= No Detectable

Calibracion en 6 puntos

Gen Pendiente Ordenada al origen R?
Valor Error STD Valor Error STD

GPRA41 (FFA3) -3.85 0.09 33.41 0.36 ~0.99

GPR43 (FFA2) -3.48 0.12 32.42 0.47 ~0.98

ABL1 -3.72 0.14 31.96 0.53 ~0.98

Calibracion en 5 puntos

Gen Pendiente Ordenada al origen R?
Valor Error STD Valor Error STD

GPRA41 (FFA3) -3.65 0.07 32.46 0.29 >0.99

GPRA43 (FFA2) -3.39 0.07 32.00 0.30 ~0.99

ABL1 -3.41 0.07 30.49 0.29 >0.99

Tabla VI: Datos de las curvas de calibracion obtenidos mediante un analisis de regresion lineal. Se utiliz6 el

software estadistico Infostat.
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Figura 18: Gréficos de las curvas de calibracion para los genes FFA3/GPR41, FFA/2GPR43 y ABLI.
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detallan las funciones de cada curva junto con sus coeficientes de determinacion R

Se
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Figura 19: Izquierda: Diagramas de amplificacion nimero de ciclo vs fluorescencia para todos los puntos de una

de las réplicas de las curvas de calibracion. Derecha: Andlisis de melting de las curvas de calibracion. La

ausencia de picos secundarios es indicador de especificidad en las reacciones.
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4.6 Analisis de expresion de FFA3/GPR41y FFA2/GPR43 y ensayo de
estimulacion con AGCC.

Tal como se describié anteriormente los valores de nimero de copias de cada gen

fueron relacionados con los valores de los demas genes y expresados como L-FC en logaritmo

de base 2 con el fin de simplificar los resultados. Se detalla la relacion de expresion entre
FFA3/GPR41, FFA2/GPR43 y ABL1, junto con datos estadisticos relevantes en la tabla VII.

Niveles relativizados de expresion de FFA2/GPR43, FFA3/GPR41y ABL1

Caso Condicion  Ratio GPR43/GPR41 Ratio GPR43/ABL1 Ratio GPR41/ABL1

(denominacién) (tratamiento) (FC - Log base 2) FC - Log base 2) (FC - Log base 2)

Individuo 1 Basal 3.4 14.0 10.6

Individuo 2 Basal 4.4 11.4 7.0

Individuo 3 Basal 5.8 13.9 8.1

Individuo 4 Basal 9.0 12.0 2.9

Individuo 5 Basal 7.0 10.7 3.7

Individuo 5 Estimulado 6.4 9.2 2.9

Individuo 6 Basal 5.2 10.3 5.1

Individuo 6 Estimulado 6.9 9.7 2.8

Estadistico Condicion  Ratio GPR43/GPR41 Ratio GPR43/ABL1 Ratio GPR41/ABL1
(FC - Log base 2 0 (FC - Log base 2 0 (FC - Log base 2 0

(herramienta)  (tratamiento) porcentaje) porcentaje) porcentaje)

Media Basal 5.5 11.7 6.1

Media Estimulado 6.6 9.5 2.8

CVv Basal 33.22% 12.29% 43.23%

CcVv Estimulado  3.74% 2.53% 0.28%

Tabla VII: Valores de Fold Change (FC) de cada gen, expresados como logaritmo de base 2, para cada una de
las muestras analizadas. En la parte inferior se indica el FC medio para cada tratamiento junto con su coeficiente

de variacion (CV).

La prueba de Fisher fue realizada considerando que un tratamiento posee una
expresion génica homogénea si su CV es inferior al 10% y heterogénea si es superior al 10%.
Los resultados obtenidos tras dicha clasificacién (Tabla VII1I) sugieren que la estimulacién in-
vitro de Neutrdfilos con AGCC podria alterar los patrones de expresion de los ARNm de los
genes FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 (p=0.036).
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Clasificacion de tratamientos segun variabilidad de expresion genica

Condicion GPR43/GPR41 GPR43/ABL1 GPR41/ABL1
(tratamiento) Homogeneidad L-FC Homogeneidad L-FC Homogeneidad L-FC
Basal (n=6) Heterogéneo CV>10% Heterogéneo CV>10% Heterogéneo CV>10%
Estimulado (n=2) Homogéneo CV<10% Homogéneo CV<10% Homogéneo CV<10%

Tabla VIII: Los coeficientes de variacion fueron clasificados segun el criterio sugerido por GOMES et al.

Considerando que valores de coeficiente de variacion inferiores al

homogénea.

10% corresponden a una poblacién
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5 Discusion de los Resultados

En la primera etapa de este trabajo se buscO desarroll6 una metodologia de
purificacién de Neutréfilos de muestras de sangre periférica. La eleccidn de este método de
aislamiento es muy importante ya que los PMN son el tejido en el cual se desea estudiar la
presencia y expresion de los genes de interés. EI método combinado Dextran - Ficoll Hypaque
result6 ser el mas adecuado, con él se obtuvo mayor pureza de PMN vy los resultados fueron
homogéneos en todas las muestras tratadas. Se pudo corroborar que el mismo no presento
efectos adversos sobre la amplificacion de los genes FFA3/GPR41, FFAR/GPR43, ACTB y
ABL1, es decir, no hubo indicios de que el producto celular aislado posea componentes que
interfieran en las reacciones de PCR. Nuestro disefio de método combinado permitié aislar
PMN con un grado de pureza superior al 96%. Otros trabajos publicados utilizaron métodos
similares, por ejemplo, en el articulo presentado por Magbool et al. 2011 se alcanzd una
pureza de hasta 95%, pero el procedimiento incluyé una lisis de eritrocitos, sin diferenciar las
distintas poblaciones leucocitarias. La eliminacion de la lisis de eritrocitos acelera el proceso,
a su vez facilita mantener la morfologia y la viabilidad de las células. Esto fue confirmado por
citometria de flujo, técnica que discrimina en forma precisa las distintas poblaciones
celulares. El trabajo publicado por Oh et al. 2008, describe un protocolo de purificacion que
utilizé un sistema comercial para el aislamiento y purificacion de PMN, este no demostrd
poseer ventajas sobre el método combinado propuesto en este trabajo. Adicionalmente, se
pudo corroborar que este método no afecta la integridad de los &cidos nucleicos, lo cual es de
suma importancia para el analisis de expresién de los genes de interés del presente trabajo.

El método de extraccion de &cidos nucleicos seleccionado resultd ser adecuado para
los requerimientos de este trabajo. Se pudo verificar que la tecnologia del sistema MagNa
Pure de Roche Diagnostics permite extraer y purificar &cidos nucleicos con un rendimiento
aceptable y libre de contaminacion con proteinas. La incubacion con DNAsa | de los
productos de ARN purificados permitio extraer ARNm libre de contaminacion de ADN. Esto
pudo corroborarse en las reacciones de PCR y gPCR, en las cuales se utilizd ARN sin
retrotranscribir como control negativo de reaccion (NTC).

La reaccidn de retrotranscripcion se puede llevar a cabo bajo diferentes condiciones.
Se evaluaron tres condiciones diferentes, siendo la desarrollada exclusivamente para este
trabajo la méas apta para cumplir los objetivos propuestos. Las condiciones establecidas

permitieron obtener mejor rendimiento de sintesis de ADNc. Resultd de suma utilidad
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encontrar un método de RT dptimo, para luego cuantificar los ARNm por PCR en tiempo
real. En este trabajo, se pudo corroborar que el método méas adecuado es aquel que permita
obtener un mayor rendimiento de ADNc a partir de ARNm extraido de PMN, evitando
contaminar la muestra con exceso de reactivos que puedan interactuar negativamente con las
reacciones de PCR posteriores.

El uso de Sybr Green en las reacciones de gPCR, si bien tiene como ventaja un bajo
costo y amplio rendimiento, no es capaz de generar sefiales especificas para las secuencias de
interés. Por esta razon, es necesario verificar la especificidad de la reaccion, para asi,
descartar la cuantificacion de un producto de PCR no deseado. En este trabajo se pudo poner a
punto la metodologia de PCR en tiempo real y corroborar que la misma posee la especificidad
requerida para el uso de agentes intercalantes como el Sybr Green. Esto se pudo verificar
realizando, sobre cada producto de PCR obtenido, un analisis de temperatura de fusion de alta
resolucion, también conocido como curva de melting. Cada producto de PCR posee una
temperatura de fusion (Tm) propia que lo caracteriza. Mediante el uso de curvas de melting se
pudo verificar que cada uno de estos productos de PCR se desnaturaliza a su valor de
temperatura tedrico. A su vez, la ausencia de picos secundarios indicé que la reaccion de
gPCR no generd dimeros de primers ni otros productos no deseados, los cuales podrian
interferir en la medicion de fluorescencia durante la reaccion, obteniéndose valores que no
corresponden con la cantidad de copias de gen presentes en la muestra (Figura 20). Las curvas
de melting demostraron que cada fragmento de ADN amplificado posee una Gnica Tm, la cual
es independiente de la cantidad de muestra utilizada y cuyo valor se aproxima al valor teoérico
esperado para cada secuencia. La especificidad de las reacciones de PCR, ya sean de punto
final o en tiempo real, fue corroborada de forma visual mediante electroforesis en geles de
agarosa, observando en cada producto de PCR las bandas correspondientes a los tamafios
moleculares esperados. Se pudo verificar que las secuencias obtenidas por PCR de punto
final, corresponden efectivamente a los sitios de union a ligando de FFA3/GPR41 y
FFA2/GPR43, realizando reacciones de PCR anidadas (Nested PCR) con los primers
utilizados en las gPCR, los cuales son complementarios a las regiones amplificadas en el
round inicial.

El uso de curvas de calibracion, no s6lo permitié determinar los valores paramétricos
de la reaccién, necesarios para el célculo de los resultados, sino que también permitid

corroborar los rangos dinamicos y lineales de las reacciones de PCR en tiempo real, dentro de
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los cuales el uso de Sybr Green es adecuado. El uso de calibraciones de 5 y de 6 puntos
permite obtener, en el primer caso, curvas con un excelente coeficiente de determinacion que
se traducen en cuantificaciones de exactitud superior, y en el segundo caso, a expensas de la
pérdida de dicha exactitud, un mayor rango dindmico lineal que mejora considerablemente la
sensibilidad del ensayo.

Actualmente, el uso de curvas de calibracién derivadas de productos de PCR se
encuentra ampliamente difundido y presente en la literatura cientifica (Qdvstebg et al. 2003).
Su preparacion, relativamente simple y econdmica, permite obtener soluciones patron
aplicables para cualquier reaccion de PCR que contenga primers comprendidos dentro de la
secuencia amplificada. Esta herramienta es sumamente util cuando no existen soluciones
calibradoras comerciales 0 no se dispone de las herramientas moleculares requeridas para
desarrollar otras alternativas, como los calibradores derivados de plasmidos (Applied
Biosystems by Life Technologies n.d.). En contrapartida a las ventajas de este tipo de
solucion patrén, o calibrador, existe una serie de desventajas que deben ser consideradas. Es
aconsejable que dichos productos de PCR sean purificados previo a su cuantificacion,
preferentemente aislando la banda correspondiente a la secuencia de interés desde un gel de
agarosa o poliacrilamida. Esto permite eliminar cualquier reactivo de la reaccion de PCR
previa que pueda interferir en futuras reacciones, asi como también sub-productos no
deseados como dimeros de primers o secuencias inespecificas que puedan alterar la
cuantificacion del producto obtenido o interactuar con los reactivos de las reacciones
posteriores. La cuantificacion de los productos purificados debe realizarse con el método mas
preciso que se disponga, siendo las opciones mas adecuadas la fluorimetria o el andlisis de
fragmentos por electroferésis capilar. Esta Ultima alternativa permite cuantificar acidos
nucleicos con precision y a su vez, permite detectar productos no deseados con mayor
sensibilidad que los geles de agarosa o poliacrilamida (Beaubier et al. 2000).

Los patrones de expresion basal de FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 observados en este
trabajo se encuentran en concordancia con los resultados de los trabajos de Brown et al. 2003
y Le Poul et al. 2003, los cuales describieron niveles de expresion de FFA2/GPR43 superiores
a los de FFA3/GPR41. Como indica el trabajo de Le Poul et al. 2003, FFA2/GPR43 se
expresa principalmente en las poblaciones de leucocitos, en particular los neutrofilos,
mientras que la expresion de FFA3/GPRA41 se distribuye mas ampliamente en otros tejidos, es

por eso que se observa una mayor expresion de FFA2/GPR43 con respecto a la FFA3/GPR41,
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siendo los neutréfilos el tejido elegido para este estudio. Cabe destacar, que si bien en todas
las muestras analizadas la expresion basal de FFA2/GPR43 fue superior a la de FFA3/GPR41,
no se observd un patrén de expresién homogéneo de estos, ni entre si, ni respecto al gen de
referencia ABL1. Posiblemente esta observacion se disipe al estudiar una poblacion de mayor
tamafio, donde los valores observados podrian adquirir una distribucién normal.

Los ensayos de estimulacion con AGCC, puntualmente con acido acético, arrojaron
resultados estadisticamente significativos, sugiriendo una posible respuesta fisiol6gica
reguladora de la expresion de los ARNm de FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 mediada por este
AGCC (p=0.036). Si bien, en la actualidad los AGCC han sido descriptos como moduladores
de la expresion génica y se sabe que una de sus vias de accion es por medio de la familia de
receptores GPR, aln no se comprenden adecuadamente los mecanismos y efectos de este
fenébmeno (Georgiadi and Kersten 2012). Los resultados obtenidos en los ensayos de
estimulacion sugieren que el acido acético altera los patrones de expresion de los receptores
estudiados en este trabajo. Repetir dichos ensayos en un mayor nimero de muestras, no solo
con &cido acético, sino también con los &cidos propidnico y butirico, permitira ajustar las
observaciones realizadas, ampliando asi, la comprension sobre los mecanismos de regulacién

de la expresion génica mediados por AGCC.

Pagina 61 de 68



el PUESTA A PUNTO DE UNA METODOLOGIA MOLECULAR PARA LA DETECCION
DE LOS GENES GPR41Y GPR43 COMO HERRAMIENTA DE DIAGNOSTICO CLINICO E INVESTIGACION.

Anadon, Maria del Rosario y Klosowski, Federico Andrés

6 Conclusiones
Los ensayos realizados permitieron determinar que el método de purificacion y

aislamiento de PMN combinado es la herramienta mas adecuada para la obtencion de
Leucocitos Polimorfonucleares. Las células obtenidas de esta manera resultaron ser viables, es
decir, aptas para utilizarse en cultivos celulares. También se pudo verificar que este método es
compatible con las herramientas de biologia molecular utilizadas en este trabajo. Finalmente
se puede concluir que el método Dextrdn — Ficoll Hypaque permite aislar PMN con una
pureza lo suficientemente alta para los requerimientos de los andlisis de expresion génica
realizados.

Se pudo verificar que para obtener un mejor rendimiento de ADNc a partir de ARNm
es necesario utilizar la mayor cantidad de muestra posible, junto con una excedente de
reactivos en solucion, principalmente cuando el método de extraccién de ARN ofrece una
excelente pureza pero un bajo rendimiento.

Finalmente se logré poner a punto la metodologia molecular seleccionada para este
trabajo, la PCR en tiempo real, para analizar los niveles de expresion de los genes de interés
FFA3/GPR41 y FFA2/GPRA43, tomando como gen de referencia al ABL1. El proceso de
disefio y puesta a punto de las reacciones de PCR en tiempo real, siguiendo las pautas de
MIQE guidelines, garantizd que éstas cumplan con los requerimientos de reproducibilidad,
repetitividad y exactitud, necesarios para un adecuado andlisis de expresion génica.

Los objetivos, principal y secundario, se cumplieron al desarrollar un procedimiento
integral. Este procedimiento consiste en aislar las células de interés para luego, mediante una
serie de herramientas moleculares, obtener datos que permitan describir, a nivel
transcripcional, el comportamiento de los genes FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43 en Leucocitos
Polimorfonucleares. EI mismo da lugar a las bases para futuras investigaciones relacionadas a
tratamientos especificos de patologias que involucran al FFA3/GPR41 y FFA2/GPR43.

La concordancia de resultados con la literatura cientifica refuerza las evidencias
existentes respecto a los mecanismos de expresion génica de estos receptores de AGCC. Los
resultados obtenidos en los ensayos de estimulacion con &cido acético aportan mayor
profundidad a dichos conocimientos, sugiriendo un posible mecanismo de regulacién de estos
genes. Para ajustar estas observaciones se sugiere estudiar una poblacion de mayor tamafio

junto con los AGCC restantes, el &cido propionico y butirico.
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7 Glosario

AGCC: Acidos Grasos de Cadena Corta
ABL1: Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
AMPc: Adenosin Monofosfato Ciclico
ATP: Adenosin trifosfato

Ca2+: lon Calcio

CV: Coeficiente de variacion

DAG: Diacilglicerol

EDTA: Etilendiaminotetraacético

FC: Fold change

FFA2/GPRA43: Free fatty acid receptor 2
FFA3/GPRA41: Free fatty acid receptor 3
GDP: Guanosin difosfato

GPR: Receptores ligados a proteina G
GPR41: Receptor de &cidos grasos 3
GPR43: Receptor de &cidos grasos 2

GTP: Guanosintrifosfato

HBBS: Buffer Salino Balanceado de Hanks
IP3: Inositol Trifosfato

L-FC: Log — Fold change

PCR: Reaccidn en cadena de polimerasa
Pi: Fosforo Inorganico

PIP,: Fosfatidilinositol Bifosfato

PKA: Proteina Kinasa A

PMN: Leucocitos Polimorfonucleares
gPCR: Reaccidn en cadena de polimerasa cuantitativa o en tiempo real
RT: Retrotranscripcion

7TM: 7 dominios transmembrana caracteristicos de las GPR
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