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Resumen
Los genes de referencia son genes que se expresan constantemente en las células,
independientemente de su estado fisioldgico y patolégico. Por ello, son usados como
controles comparativos en analisis de expresién génica. Estos genes pueden tener
una expresion diferencial cuando son expuestos a diferentes condiciones
experimentales. Por ello, se debe validar que gen o conjunto de genes de referencia
son mas estables ante una condicion en particular. El objetivo del presente estudio es
comparar la estabilidad de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT en la linea celular
McCoy ATCC CRL-1696 expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina
(Ag-Dox NPs). Para ello, se establecieron ensayos de gPCR utilizando ARN extraido
previamente de células expuestas a Ag-Dox NPs y ARN recién extraido de células de
control no expuestas. Se analizé la estabilidad de los genes de referencia usando la
herramienta integral NormFinder. Los datos crudos de Cq fueron corregidos para que
incluya la influencia de la eficiencia de amplificacion de cada gen. Como resultado se
obtuvo que el gen ACTB es el mas estable dentro de los 3 genes estudiados. Los
valores de estabilidad fueron los siguientes: 1,637 para ACTBL2, 0,556 para HPRT y
0,187 para ACTB; siendo el gen ACTB mas estable. Los analisis de este estudio
permitiran usar al gen ACTB como gen de referencia en posteriores andlisis de
expresion génica y en la busqueda de posibles mecanismos de nanotoxicidad y vias

de muerte celular regulada inducida por exposicién a Ag-Dox NPs.

Palabras clave: Gen de referencia, Eficiencia de amplificacion, Estabilidad

génica
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Abstract
Reference genes are genes that are constantly expressed in cells, independent of their
physiological or pathological state. Therefore, they are used as comparative controls in
gene expression analysis. These genes may have differential expression when
exposed to different experimental conditions. Therefore, it is necessary to validate
which gene or set of reference genes are more stable under a particular condition. The
aim of the present study is to compare the stability of the genes ACTBL2, ACTB and
HPRT in the McCoy ATCC CRL-1696 cell line exposed to silver nanopatrticles coated
with doxycycline (Ag-Dox NPs). For this, gPCR assays were set up using previously
extracted RNA from Ag-Dox NPs exposed cells and RNA freshly extracted from non-
exposure control cells. The stability of the reference genes was analysed using the
comprehensive NormFinder tool. The raw Cq data were corrected to include the
influence of the amplification efficiency of each gene. Stability values were as follows:
1.637 for ACTBLZ2, 0.556 for HPRT and 0.187 for ACTB; with ACTB gene being more
stable. The results of this study will allow the ACTB gene to be used as a reference
gene in subsequent gene expression analyses and in the study of possible
mechanisms of nanotoxicity and regulated cell death induced by exposure to Ag-Dox

NPs.

Keywords: Reference gene, Amplification efficiency, Stability gene
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del problema

La formulacién de nanoparticulas que van a ser utilizados para diagnéstico o
tratamiento requiere que los hanocompuestos sean seguros. Una de las estrategias de
evaluaciéon de nanotoxicidad es el estudio de la respuesta in vitro de lineas celulares
especificas, a la exposicion a nanoestructuras. Se conoce que las nanoparticulas de
plata (Ag-NPs) poseen propiedades antimicrobianas de utilidad en multiples campos,
incluyendo biomedicina. El laboratorio de Nanomedicina y Nanobiologia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE ha desarrollado Ag-NPs ligadas al
antibiético doxiciclina (Ag-NPs) que son capaces de inhibir el crecimiento de ciertos
microorganismos (datos no publicados). Es necesario analizar la citotoxicidad de estas
nanoestructuras de tal manera que se pueda analizar su efecto en lineas celulares (T.
Zhang et al., 2014).

Existen diferentes formas de evaluar la citotoxicidad debida a nanoparticulas
(NPs), siendo la mas ampliamente utilizada el ensayo de MTT. Esta es una técnica
colorimétrica que indica la viabilidad celular mediante el uso de bromuro de (3-(4,5-
dmetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. Este reactivo cambia de color por accion de la
deshidrogenasa mitocondrial lo que indica la presencia de células vivas
(Moharamzadeh et al., 2009). Cuando se realiza un ensayo de citotoxicidad y se
observan efectos sobre la viabilidad celular, se debe realizar un andlisis posterior para
saber con mas detalles las rutas de muerte celular que estan involucradas. Esto
debido a que existe la posibilidad de subestimar la viabilidad celular usando métodos
como el MTT, que usan la actividad enzimética como fundamento. Existen diferentes
factores como la confluencia celular o el medio de cultivo que podrian alterar el
resultado de estas pruebas (Méry et al., 2017). Adicionalmente, ensayos como MTT
indican el efecto sobre la viabilidad celular pero no proveen informacion acerca del
mecanismo de inhibicion de crecimiento o muerte celular. Por lo tanto, para conocer

mas detalles sobre la citotoxicidad de NPs se debe realizar un analisis de las rutas de
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muerte celular. Una forma de realizar esto es mediante PCR cuantitativa (QPCR),
usado el RNAm de los reguladores o de proteinas asociadas a los diferentes
mecanismos de muerte celular como la autofagia, necrosis o apoptosis (Hu etal.,
2021).

La respuesta de muerte celular a nanoparticulas (NPs) puede ser estudiada en
base a la expresidon genes de muerte celular regulada (X. Li et al., 2014). Los estudios
de expresion génica permiten realizar un andlisis de los niveles de expresion de un
gen target en funcién de otro gen. Generalmente se usan genes de mantenimiento o
housekeeping, cuando estos son validados y usados se los denominan genes de
referencia. Para iniciar con los estudios de expresion génica se debe optimizar y
validar la estabilidad de los mismos y determinar qué gen o conjunto de genes de los
preseleccionados muestran menos variacion de expresion en las condiciones
experimentales de las muestras (Van Acker et al., 2019).

Con la obtencién de un gen de referencia estable para el experimento se puede
realizar la normalizacion con un gen de interés, es decir, comparar la expresion del
gen validado con un gen como los que tienen relacion con las rutas de muerte celular.
Es importante el desarrollo de una prueba estandarizada que disminuya las
perturbaciones que altere su resultado final y permite tener una conclusion sélida
(Kohsler et al., 2020).

El presente estudio tiene como propdsito, la evaluacion de la estabilidad de
expresion de 3 genes de referencia: similar a beta-actina 2 (ACTBL2), beta-actina
(ACTB) e hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa (HPRT) en la linea celular
McCoy ATCC CRL-1696 expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina.
Justificacion del problema

Con la validacién de la estabilidad de genes de referencia se puede llegar a la
produccion de una prueba estandarizada que permite evaluar la citotoxicidad del uso
de nanoparticulas en lineas celulares de mamiferos. Esto es importante debido a que

actualmente existe un apogeo por la aplicacién de estas estructuras para diferentes
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campos como la medicina, agricultura, remediacion ambiental, generacion de energia
renovable, ciencia de materiales, biologia, electronica, entre otros (Khan et al., 2019).

Con el presente estudio se busca tener un gen de referencia (housekeeping)
estable que permita la normalizacién para estudios de expresidn génica relativa para
genes relacionados con mecanismos de muerte celular en la linea celular McCoy. Los
datos resultantes permitiran determinar mecanismos de nanotoxicidad y vias de
muerte celular regulada inducida por exposicion a Ag-Dox NPs.

La estabilidad de un gen de referencia permite encontrar un normalizador que
presenta poca variacion bajo condiciones experimentales especificas. Es importante
seleccionar adecuadamente los genes candidatos a genes de referencia y definir el
mas estable de todos ellos. La validacién para encontrar un gen de referencia estable
es un andlisis estadistico importante debido a que a la variacién de este gen hace que
la normalizacion ante el gen target no sea la correcta. Los posibles resultados de un
analisis sin normalizacion pueden ser desde la presencia de ruido en los andlisis de
expresion génica, o a su vez, pueden generar resultados erréneos (Dheda et al.,

2004).
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Objetivos
Objetivo general

Evaluar la estabilidad de expresion de los genes de referencia ACTBL2, ACTB
y HPRT en la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 expuesta a nanoparticulas de

plata cubiertas con doxiciclina.

Objetivos especificos
Extraer RNA de células McCoy ATCC CRL-1696 para la optimizacién de los

protocolos de qPCR de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT.

Optimizar un protocolo de PCR en tiempo real para el gen de referencia

proteina similar a beta-actina 2 (ACTBL2).

Optimizar un protocolo de PCR en tiempo real para el gen de referencia beta-

actina (ACTB).

Optimizar un protocolo de PCR en tiempo real para el gen de referencia

hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa (HPRT).

Comparar la estabilidad de los 3 genes de referencia estandarizados ACTBL2,
ACTB y HPRT expuestas a diferentes concentraciones de a Ag-Dox NPs en la linea

celular McCoy ATCC CRL-1696.
Hipoétesis
La expresion de los genes de referencia ACTBL2, ACTB y HPRT es constante

en la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 no expuesta y expuesta a nanoparticulas

de plata cubiertas con doxiciclina.
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Capitulo Il: Marco Tedrico

Nanoparticulas

Se denominan nanoparticulas a los materiales que tienen un tamafio dentro de
la escala de 1 a 100 nm. A estos materiales se les atribuyen varias aplicaciones en
campos como el médico, el medioambiental, el farmacéutico, el energético, entre
otros. Es posible encontrarlos en el ambiente y también es posible realizar una sintesis
desde cero, por su presencia en diversos entornos es necesario conocer su
citotoxicidad (Khan et al., 2019). La aplicacion y la sintesis de nanoparticulas ha
estado en constante crecimiento durante los ultimos afios. Y consecuente de esto, los
analisis de la toxicidad de estos materiales han entrado en aumento (Lewinski et al.,
2008). Un anadlisis de citotoxicidad depende de varios factores desde la prueba usada,

la linea celular estudiada, el tipo de nanoparticula, entre otros (Kong et al., 2011).

Aplicaciones de las nanoparticulas

Por las propiedades fisico quimicas como su capacidad catalitica, magnetismo,
radio area con volumen, conductividad son usados ampliamente en varios campos y
aplicaciones. Dentro de las mas estudiadas esta la fabricacion de materiales textiles,
transporte para la administracién de farmacos, bioimagen, lubricacion, tratamiento de
suelos o aguas contaminados, electronica, entre otros (Moeinzadeh & Jabbari, 2017).
Especificamente en el campo bioldgico, el estudio y desarrollo de las nanoparticulas
han estado en continuo crecimiento desde los Ultimos afios. Los biomateriales tienen
varias aplicaciones como administracion de farmacos, deteccion de patégenos,
ingenieria de tejidos, deteccion de material genético, transporte de genes, entre otros

(Salata, 2004).

Nanoparticulas de plata
Las nanoparticulas de plata (AgNP) es uno de los biomateriales mas
estudiados debido a la variedad de aplicaciones médicas que se le puede dar. En los

ultimos afios, los temas de interés estudiados en AgNP han sido la funcionalizacion de
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las nanoparticulas para el uso en diagnosticos, tratamiento de enfermedades
tumorales, bioaplicativos para determinar su actividad en modelos biol6gicos, entre
otros (X.-F. Zhang et al., 2016). Las nanoparticulas de plata puede atravesar las
paredes de las paredes de las bacterias donde puede desencadenar dafios
irreversibles e inclusive la muerte de la célula. Otro mecanismo molecular de las Ag-
NPs se basa en que estas producen especies reactivas de oxigeno que inhiben el
correcto funcionamiento de la replicacion de DNA. Por ello se estudia a estas
nanoparticulas como agente antimicrobiano y como material transportador de otros

compuestos como farmacos (I. X. Yin et al., 2020).

Nanoparticulas recubiertas de farmacos

La relacién area volumen de las nanoparticulas permite que este material sea
idoneo para poder transportar farmacos y administrarlos en el cuerpo humano. Estos
nanomateriales son usados en la encapsulacion de polipéptidos, drogas, acidos
nucleicos, aminoacidos, entre otros para que aumentar la eficiencia de administracion
del ligando (Fam et al., 2020). Las nanoparticulas son usadas en el campo de la
medicina, especificamente en las terapias de precision. El disefio inteligente de estas
juega un rol importante para obtener una alta eficiencia de administracién de un
farmaco. Su correcta funcionalizacién y uso de aditivos, previo al farmaco, pueden
complementar en el transporte directo de una molécula a su destino principal (Mitchell

et al., 2021).

Ag-NPs realizadas en la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE

Guerrero & Paredes (2017) elaboraron y caracterizaron Ag-NPs que son
usadas posteriormente para producir un nanofluido imprimible que puedan ser usados
como dispositivos con capacidad antibacteriana (Guerrero & Paredes, 2017). Se
encontré que estas nanoparticulas son buenos agentes antimicrobianos por su halo de
inhibicién presentado en cultivos de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Las

caracteristicas de las estas nanopatrticulas las hacen adecuadas para el uso en
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campos como remediacion ambiental, medicina, aplicaciones farmacéuticas e

industriales.

Lineas Celulares

Las lineas celulares son cultivos puros de células pertenecientes a animales
que permite su reproduccion a largo plazo. Estos son ocupados como modelos para
realizar investigaciones que pueden ser transvasadas al comportamiento en la vida
real. Las aplicaciones de estan son variadas como el testeo de vacunas, pruebas de la
toxicidad celular de un compuesto, produccién de un anticuerpo, andlisis de la
expresion génica, entre otras (Kaur & Dufour, 2012). Su manejo tiene limitantes que
deben ser contraladas de manera adecuada como el uso adecuado de medios de
cultivos y control de contaminantes del medio. Otro problema es la caracterizacion
ineficiente del cultivo celular y la presencia de microorganismos, como bacterias o

levaduras, que afectan al correcto uso de la linea celular (Geraghty et al., 2014).

Usos y generalidades del mantenimiento

Las lineas celulares creen deben ser congeladas a menos de 130°C para su
correcto mantenimiento. Siempre debe ser en un medio de cultivo con un
criopreservante que evite dafios celulares en el proceso de congelamiento y
descongelamiento. Los crioviales deben tener de 1 a 5 millones de células para
garantizar el uso de la linea celular largo plazo. Es necesario el uso de medios de
cultivos que garanticen el correcto crecimiento de las células. Dependiendo del tipo de
linea celular, se usa diferentes suplementos. El correcto manejo de las lineas celulares
permite su mantenimiento a largo plazo y con ello poder aplicarse en ensayos que
permitan tener resultados confiables. Las guias de adquisicion, identificacion,
autenticacion, conservacion, transporte, manejo, tratamiento, control de contaminacion
y caracterizacion son importantes para que la linea celular sea un modelo que pueda

ser usado en ensayos del &mbito bioldgico (Geraghty et al., 2014).
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Pruebas de citotoxicidad

Una prueba de citotoxicidad es una manera en la cual se puede observar como
las células de una linea celular crecen o son afectadas en una condicién experimental.
Con esta es posible observar los efectos que tiene una condicion o una molécula en la
célula, la cual puede ser observada en funcién de la reproduccién y crecimiento celular
(W. Li et al., 2015). Mediante el andlisis de la integridad de la membrana celular se
puede evaluar la toxicidad, esta es una de las formas mas usadas para distinguir entre
células vivas y muertas. Este enfoque para analizar cambios de la célula se basa en la
permeabilidad de la célula que permite el ingreso de ciertos colorantes cuando la
membrana celular pierde su estructura normal. Otro enfoque es el andlisis de
componentes intracelulares que salen de la célula cuando esta se vuelve no viable

(Riss et al., 2019).

Reduccion del MTT

El ensayo del MTT es una técnica que permite medir la tasa de proliferacién
celular, en funcién la enzima reductasa mitocondrial. Usa al colorante MTT (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) que es de color amarillo y es
hidrosoluble. Este sustrato cambia de color, a un formazan purpura que es liposoluble,
mediante la accion de la reductasa (Kumar et al., 2018). Esta prueba se realiza en
células que ya fueron expuestas a las condiciones experimentales, primero se procede
con la incubacion de MTT. Posteriormente, se solubiliza el producto con DMSO para
luego medir por densidad Optica la concentracion del formazén producido. La cantidad

del producto se correlaciona a la reduccion intracelular de MTT (Ghasemi et al., 2021).

LDH Citosolica

La proteina lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que permite el paso
transformacion a lactato, a partir, de un piruvato. El proceso enzimatico tiene como
resultado la formacion de NADH. La LDH esté presente dentro del citoplasma de la

célula, cuando la membrana es fragmentada existe la liberacién de esta enzima. El
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NADH tiene una potente capacidad de reduccion, este es el fundamento para que se
usen sustratos no coloreados que cambie de color por la presencia de esta molécula.
Cuando el sustrato esta en contacto con el NADH y otra enzima, existe una produccion
de otra molécula que tiene color y permite determinar la presencia indirecta de la
enzima lactato deshidrogenasa. El sustrato resazurina se puede convertir en
resorufina con el NADH y permite tener una relacion colorimétrica indirecta de la

viabilidad celular (Riss et al., 2019).

Ensayo de exclusién del azul de tripan

Es un método que permite conocer la viabilidad celular mediante el conteo de
directo de células viables para calcular un porcentaje que permite conocer la
proporcion de células afectadas por las condiciones experimentales. Su fundamento
consiste en que el uso de la tincion azul de tripan permite tefiir las células no viables
debido a que estas perdieron su permeabilidad de membrana y existe el ingreso del
colorante (Riss et al., 2019). El conteo es uno de los parametros que es necesario
hacerlo con precision para evitar errores de conteo y de interpretacion. Este ensayo
usa la camara de Neubauer, posterior a la tincion de las células, para el conteo celular
y asi obtener también la concentracion de células presentes en una muestra (Avelar-

Freitas et al., 2014).

Por Expresién génica

Otro ensayo que puede determinar la toxicidad en una célula es el de expresion
génica. Existe genes proapoptosis y antiapoptosis que son usados como base para
observa su nivel de cambio genético entre las condiciones experimentales y el
tratamiento control. La citotoxicidad observada in vitro es relacionable y es
concordante con la expresion diferencial de genes relacionados con la apoptosis
(Vazanova et al., 2018). Genes como Bax o Fas son considerados como genes
proapoptosis. Mientras que otros genes se consideran inhibidoras de la muerte celular,

como lo es la survivina o el Bcl-2 (Mazoochi et al., 2009). Estos andlisis consisten en
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observar la expresion génica de los genes de muerte celular. Es necesario el uso de
un gen de referencia o enddégeno que permita realizar la cuantificacién relativa de este
tipo de genes. Los genes alterados pueden llegar a analizarse mas a fondo y ser un
punto de partida para estudiar los mecanismos de toxicidad en la célula (Jung et al.,

2014).

Analisis de expresion génica

La expresion génica es el proceso en el cual se activa o inhibe la traduccién de
un determinado gen pasando desde DNA por RNA mensajero (RNAmM) hasta proteina.
Con la ayuda del analisis del patron y composicién del RNAm es posible realizar
estudios de diagnostico y analisis cuantitativos de la expresion de cierto grupo de
genes (Clancy & Brown, 2008; Dundas & Ling, 2012; Stahl et al., 2016). Organismos
eucariotas tienen una expresion génica distinta dependiendo de la célula y el rol que
esté cumpliendo. La variabilidad celular tiene que ver con algunos factores como etapa
de desarrollo celular, cantidad de proteinas relacionadas con el dogma de la biologia
molecular (por ejemplo, la RNA polimerasa), tamafio y funcién celular (Fraser et al.,
2021). EI DNA gendmico de una célula es estable durante la existencia de la célula.
Por otro lado, el RNA mensajero varia en funcion de exposiciones a diversas
condiciones en la célula. Precisamente, estas variaciones en diferentes condiciones
experimentales son objeto de estudio para analizar la regulacién y expresion génica

(Balliu et al., 2019).

Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa es una técnica de PCR cuantitativa (QPCR) que
permite encontrar la cantidad de RNA mensajero de un gen de interés que esta
presente en una muestra. Para realizar este ensayo es necesario hacer una
comparacion de la expresion génica que posee un gen de interés con otro gen que se
expresa constantemente en la célula, es decir, necesita de un gen de referencia (Ciko$

et al., 2007). Esta técnica se usa para la deteccion de alteraciones en los niveles



28

normales de expresion de un gen estudiado. En los inicios de los estudios de analisis
de estabilidad se usaban genes de limpieza celular ya que eran conocidos por su
estabilidad de expresion ante diversas condiciones. En la actualidad, es necesario
validar la estabilidad de un gen de limpieza para que pueda ser usado como referencia

en analisis de expresion génica (Regier & Frey, 2010).

Método Livak

El método de Livak, o también llamado 224¢9, es una forma para realizar el
calculo del nivel de expresion génicas. Un supuesto de esta formula es que las
eficiencias de amplificacion deben estar cerca al 100% en los dos genes. Es decir, la
eficiencia de los genes de referencia y de los genes deben ser similares, con una
maxima diferencia del 5%. En este método se usa un calibrador para normalizar con el
gen de interés y de referencia. Este método indica el cambio de expresion y su
resultado es el valor de variacién entre los dos genes. Esta ecuacién también permite
hacer una correccion de eficiencia usando los valores reales obtenidos de cada gen en

particular (Bio-Rad, s. f.; Livak & Schmittgen, 2001).

Método ACq usando un gen de referencia

Es una variante del método de Livak, en este se asume la simplificacion del
calibrador. Es decir, realiza una comparacion directa entre el gen de interés con el gen
referencia. Esta férmula usa esencialmente la normalizacién directa de los dos genes.
Los supuestos de eficiencia deben ser los mismos que en el método de Livak, ya que
es una variacion de este. Los resultados de este andlisis es el cambio de expresion del
gen de interés en funcion del gen de referencia (Bio-Rad, s. f.; Haimes & Kelley, 2018;

Hasler et al., 2020).

Método Pfaffl
Este método se usa para realizar analisis de expresién de genes con
cuantificacion relativa. Esta formula usa como base al método de Livak. Este método

se usa cuando difieren las eficiencias de amplificacion entre el gen de referencia y el
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gen de interés. También es llamado el método de Ct de comparacion corregido por
eficiencia. La respuesta de este enfoque es el nivel del cambio de expresién del gen

interés (Bio-Rad, s. f.; Brankatschk et al., 2012).

gqPCR

La gPCR o PCR cuantitativa es una variante de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), la cual permite la amplificacién de una secuencia especifica de
material genético de doble cadena. También es llamada PCR en tiempo real y es un
método que tiene varias funciones como cuantificar material genético, detectar la
presencia de un gen o identificar un organismo (Kralik & Ricchi, 2017). La introduccion
de la técnica de gPCR ha permitido realizar andlisis de varios transcritos en simultaneo
con una alta sensibilidad. Una de las diferencias entre la PCR convencional o punto
final y la gPCR es la existencia de curvas de amplificacién que detectan en tiempo real
la reaccion de la polimerasa. La curva de amplificacién tiene algunas etapas donde la
mas destacada es la fase exponencial, en la cual la acumulacion de fluorescencia
permite observar un aumento de deteccion al superar un umbral. Los datos que se
obtienen de esta prueba son Ct (threshold cycle) que permiten saber en qué ciclo de la
reaccion del ensayo existe la sefial que supera el umbral de deteccién (Peirson &

Butler, 2007).

Quimicas de gPCR

Las quimicas de la qPCR son los métodos que permiten detectar el ciclo en el
cual se presenta, por primera vez, la acumulacién del amplicon. Se pueden ocupar
colorantes como el SYBR Green, este compuesto se intercala con el DNA de doble
cadena y trabaja independientemente del experimento. Uno de las desventajas de
estos colorantes es que son inespecificos debido a que se unen a cualquier DNA de
doble cadena presente en la reaccidén, como productos inespecificos o primer-dimers.
Otra quimica de gPCR es la sonda de hibridacion, esta se une de forma especifica a

una secuencia objetivo. Con esta quimica se puede realizar ensayos tipo multiplex, un
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ejemplo de uso de estd quimica es en la sonda TagMan. También existe la sonda de
hidrdlisis que tiene una molécula de fluoréforo y un extintor, esta emite fluorescencia
cuando se da la reaccion de la polimerasa ya que el extintor es escindido y por lo tanto
no inhibe la fluorescencia emitida. Una variacioén de a anterior quimica es la
denominada baliza molecular, este método funciona de forma parecida a la tecnologia
TagMan. La principal diferencia es que el fluor6foro y el extintor estan separado por
una horquilla que extiende su distancia y su inhibicion a medida de la amplificacion.
Las sondas FRET es una quimica que se basa un fluor6foro aceptor y otro donante
gque estan disefiadas para unirse de forma especifica a la secuencia de interés. Otras
quimicas que también se usan son sondas de micro RNA (miRNA), sondas de acido
nucleico bloqueado (LNA), sondas fluorogénicas LUX, entre otras (Buh Gasparic et al.,

2008; Bustin, 2002; Elvidge, 2005).

Optimizacién de gPCR

Es necesario realizar una optimizacién de las condiciones a la que una gPCR
se efectla, debido a que en funcién de esta optimizacion se observaran resultados en
la sensibilidad, especificidad y eficiencia de amplificacién del ensayo. Y en funcién de
esta optimizacion de las pruebas de qPCR es posible realizar ensayos posteriores
como de validacion de la estabilidad o normalizacion (Zhao et al., 2021). Existen varios
factores en una gPCR que pueden probarse en distintos rangos para poder encontrar
un valor preciso que permita tener una eficiencia de amplificacion cercana al 100%.
Los factores que son materia de optimizacién en un ensayo de qPCR son la
temperatura de annealing, la velocidad de rampa de cada paso del protocolo de gPCR,
la concentracion de cada primer, cantidad de material genético usado, la

concentracion de sales, entre otros (Lorenz, 2012).

Curva de amplificacion
La curva de amplificacién es el grafico que se obtiene cuando se dibuja el

avance de la sefal de fluorescencia a lo largo de todo el tiempo que se ejecuta el
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ensayo. En la Figura 1 se observan las tipicas curvas de amplificacién de un ensayo
de gPCR, en el eje x se muestra los ciclos de amplificacién que son interpretados
como el tiempo que se esta corriendo un ensayo. Por otra parte, en el eje y se indica la
fluoresencia relativa mostrada conforme avanza la prueba. La curva de amplificacion
tiene 4 fases consecutivas: fase de referencia (baseline), fase exponencial, fase lineal
y fase de meseta. Cuando la acumulacion de la fluorescencia supera este umbral se
obtiene un ciclo, conocido como Cq o Ct (Life Technologies, 2012; Y. Zhang et al.,

2020).

Figura l

Ejemplo de curvas de amplificacion
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Curva de melting

La curva de melting o de fusion es un gréafico obtenido de los ensayos de
gPCR, la cual tiene como objetivo indicar que la temperatura a la que el producto
amplificado es disociado (Figura 2). El analisis tiene su fundamento en que a la
temperatura de melting (Tm) existe una disminucién de la fluorescencia (Life

Technologies, 2012). Los analisis de las curvas de melting permiten distinguir si en un
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ensayo de gPCR se encuentran productos Unicos o existe una contaminacion del

ensayo como productos no especificos o primer-dimers (Thompson, 2010).

Figura 2

Ejemplo de curvas de melting
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Curva estandar

La curva estandar es un método gréafico que permite obtener la eficiencia de
amplificacién de un ensayo de gPCR en un gen en especifico. Para realizar esta linea
€s necesario correr ensayos a diferentes concentraciones de material genético,
generalmente se recurre a una dilucién en serie para obtener concentraciones diluidas
en funcion de un factor fijo (el mas comun es 1:10, se ilustra en la Figura 3). La curva
estandar se realiza mediante una regresion lineal de los Cq obtenidos de la curva de
amplificacion de cada concentracion vs el logaritmo de la concentracidn respectiva.
Con el modelo de regresién es posible obtener el coeficiente de correlacion (R?) y la
pendiente (m) de la recta. Con la ayuda de la curva estandar es posible calcular la
eficiencia de amplificacion de una reaccion (Life Technologies, 2012; Svec et al.,

2015).
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Figura 3

Esquema de diluciones en serie usando RNA, con un factor de dilucién 1:10
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Nota. Imagen disefiada en el Software BioRender

Coeficiente de determinacion (R?)

El coeficiente de determinacion del ajuste de la curva estandar permite
observar la relacién que se tiene entre los puntos graficados. Se necesitan minimo 5
puntos para realizar la curva estandar (Agilent Technologies, Inc, 2012). Todos los
puntos usados para graficar la curva estandar deben guardar una estrecha relacion
entre si, para tener una eficiencia del 100% es necesario tener una diferencia de 3.2
entre cada valor de Cq. El valor del coeficiente de determinacién (R?) debe ser
superior a 0.9. Se recomienda que los valores de R? sean superiores a 0.98 para que
se demuestra una mejor precision en el ensayo (Bivins et al., 2021; Eurogentec, 2004;

Life Technologies, 2012).

Pendiente (m)

La pendiente de una curva estandar permite obtener la eficiencia de
amplificacion en un ensayo de gPCR, la curva estandar debe presentar una pendiente
de -3.32 para que la eficiencia sea del 100% (Life Technologies, 2012). El rango
recomendable de eficiencia de amplificacion esta en el rango de 90-110% (Bivins

et al., 2021). Si el valor de la eficiencia de amplificacion sale del rango esperado, es
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necesario hacer una optimizacion de las condiciones del ensayo de gPCR. Obtener
valores superiores al 110% puede deberse a situaciones como tener contaminacion,
errores de pipeteo de soluciones, tener activadores de la polimerasa en los reactivos,
formacion de primer-dimers, concentracién baja de material genético, entre otras. Por
otro lado, cuando se obtiene valores inferiores al 90% se puede deber a que la master
mix no tiene la concentracion de reactivos éptima, mal disefio de los primers,

condiciones no dptimas para la corrida de la qPCR, entre otros (Cepin, 2017).

Eficiencia de la reaccion (E)
Para realizar el calculo de la eficiencia se ocupa una formula que usa la
pendiente (m) de la curva estandar (Ginzinger, 2002). La férmula se detalla a

continuacion:

Ecuacion 1

-1
Eficiencia de amplificacion (%) = (10(7) — 1) x 100 %
También se usa el valor de eficiencia en funcion de la curva estandar (E,.), con
este valor es posible realizar calculo usando correcciones de eficiencia (Ruijter et al.,

2021).
Eeee = (106))

Correccion de eficiencia

En los andlisis de estabilidad se usan Cq como datos crudos para observar la
variabilidad genética de un gen (Ginzinger, 2002). Varios programas, como RefFinder,
usan directamente los datos de Cg como entrada para el andlisis (De Spiegelaere
et al., 2015). Por otro lado, otras herramientas (como NormFinder) usan una
transformacion de los Cq mediante el método del delta Ct (Andersen et al., 2004).
Siguiendo el método del delta Ct, se usa la siguiente ecuacion como dato procesado

para el andlisis de estabilidad en NormFinder:
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Ecuacion 2

2—Ct

Sin embargo, lo aconsejable para realizar un andlisis de estabilidad es usar la
eficiencia de la curva estandar (E;;.) como dato corrector de los Cq (Ruijter et al.,
2021). Siguiendo el método del delta Ct y usando E,;., Se usa la siguiente ecuacion
como dato procesado para el andlisis de estabilidad con correccion de eficiencia en

NormFinder:

Ecuacion 3
—Ct
EStC

Genes de referencia

Los genes de referencia conocidos también como genes de control o
domeésticos, son genes cuya expresion es estable en cualquier condicion estudiada y
tendran exactamente el mismo nivel de expresién en todas las muestras; en la practica
se espera tener una variabilidad muy baja en cada condicién probada y de preferencia
se espera que no existan ningun tipo de variabilidad, por esa razon estos genes se usa
como estandar para medir y comparar los niveles de expresion relativos de los genes
diana en la misma muestra biolégica. Solo los genes de referencia que se expresan de
manera estable en todas las condiciones del experimento pueden considerarse ideales
y pueden ser utilizados para el andlisis preciso de los resultados de la PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) (Curis et al., 2019; Tian et al., 2022). Estos
genes deben ser seleccionados de diferentes vias biolégicas y que su expresion se

regule de forma independiente (W.-Z. Yin et al., 2019).

Gen ACTBL2
La ACTBL2 (proteina 2 similar a la B-actina), es una proteina descrita desde el
2006, en el trabajo de (Chang et al., 2006) titulado Identificacion de una nueva isoforma

de actina en el carcinoma hepatocelular, el gen que codifica esta proteina lleva el
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nombre de ACTBLZ2, es un gen retrotranspuesto que no contiene intrones y se ubica en
el cromosoma 5 (5g11.2), se transcribe y se traduce su ARNm (Malek et al., 2021). Se
sabe que TonEBP/NFATS5 regula la expresion de ACTBL2 en células de musculo liso,
en andlisis in silico centrados en la secuencia promotora de ACTBL2 mostraron varios
sitios de union putativos para el factor nuclear de células T activadas 5 (NFAT5). La
eliminacion del gen de NFAT5 en las células del muasculo liso vascular dio como
resultado una expresién significativamente menor de ACTBL2, lo que demuestra su

interaccion directa (Hodebeck et al., 2014).

Gen ACTB

Las actinas son proteinas cruciales para la motilidad celular, el mantenimiento
de la forma celular, la migracién de quimio atrayentes, trafico de organulos celulares y
cromosomas, mitosis, contraccién muscular, transcripcion y reparacion del ADN, de las
cuales existen siete isoformas dividas en dos clases, la clase | conocida como actina
no muscular a la que pertenecen ACTB (B-actina no muscular), ACTG1 (y-actina no
muscular) y ACTBL2 (proteina 2 similar a la -actina), y la clase Il conocida como
actina muscular a la que pertenecen la ACTA2 (a-actina de musculo liso), ACTA1 ( a-
actina del musculo esquelético), ACTC1 (a-actina del musculo cardiaco), ACTG2 (y-

actina del musculo liso) (Malek et al., 2021).

Gen HPRT

El gen HPRT1, es el encargado de traducir la proteina hipoxantina
fosforribosiltransferasa 1, que es una transferasa encargada de realizar la
transformacién de la hipoxantina en el monofosfato de inosina mediante de la entrega
del grupo 5-fosforribosil del 5-fosforribosil 1-pirofosfato, proceso que se conoce como
via de restauracion de purinas, esta enzima permite la generacion de nucle6tidos de
purina, a partir del reciclaje de estas moléculas, proceso que es mas eficiente y toma

menos energia y tiempo que la creaccion desde cero (Guo et al., 2022). El gen HPRT
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tiene una longitud de aproximadamente 44 kb y contiene 9 exones, que se encuentra

ubicada en el cromosoma Xq26.2-926.3.

Estabilidad genes de referencia

Para realizar la eleccion de genes de referencia para los estudios de expresion
génica mediante PCR cuantitativa, se debe probar el gen de referencia en todos los
analisis que también va a exponerse el gen que se va a cuantificar. Por ello, el gen de
referencia idoneo debe transcribirse de forma constante en todos los tipos de células y
tejidos, y su grado de transcripcion de ARN no debe ser cambiado ya sea por

influencias internas o externas (Xu et al., 2022).

Para hallar un gen estable, se debe realizar un paso preliminar, que es hacer la
caracterizacion de la secuencia de los genes candidatos. Esto es para que el disefio
de los primers ayude en la amplificacion de productos especificos del gen de interés, y
asi se podra relacionar a la cantidad real de ARNm existente. A tal efecto, los primers
no deben tener como objetivo la amplificacién de algun polimorfismo génico. También
es necesario realizar otras consideraciones como la presencia de splicing en los
organismos eucariotas, por ello, se deben disefiar primers especificos para el ARNm
presente en el organismo. Para usar la técnica de gPCR también es necesario probar
si el amplicon es especifico y de la longitud esperada, es decir, que esté dentro del
rango de 80 a 200 pb (Thornton & Basu, 2011). El contenido de Guanina-Citosina
(GC) en los primers también juegan un rol importante en la termodindmica del mismo,
este parametro debe estar cerca del 50 % con una longitud de aproximadamente 20

pb como el valor 6ptimo (Kozera & Rapacz, 2013).

A menudo, se selecciona un conjunto de genes para la validacion con el uso de
herramientas que permiten el andlisis global de las transcripciones, como chips y
micromatrices. Muchas técnicas solo pueden realizar un analisis cualitativo, debido a
gue no permiten relacionar la intensidad de la sefial recibida con la cantidad de

transcrito existente en la muestra. Sin embargo, si el gen analizado exhibe un alto nivel
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de expresion en el analisis de micromatrices, podria ser similar para el ensayo de
gPCR. Debido a que los microarreglos son de caracter cualitativos, se usan
alternativas como gPCR o la técnica de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)

(Radoni¢ et al., 2004).

En preferencia el gen de referencia debe mostrar un ciclo de umbral (Ct) similar
con el gen de interés para que la variacion que se requiere analizar sea comparable.
Se pueden utilizar diferentes enfoques, técnicas y algoritmos estadisticos para la
eleccién 6ptima de un par o mas de genes de referencia. Algunos programas permiten
obtener el orden de estabilidad de los genes de referencia por la medida de estabilidad
M (definida como la desviacion estandar de los valores de expresion transformados
logaritmicamente de los genes comparados). Este indice de estabilidad, junto con su
valor decreciente, resulta en la estabilidad del gen. Esta medida de estabilidad
compara en grupo de dos genes contra todos los demas genes candidatos. Se
recomienda utilizar al menos dos genes de referencia, ya que el uso de uno solo
puede no ajustarse a las condiciones experimentales del experimento, lo que lleva a

errores en los resultados (Kozera & Rapacz, 2013).

Para cada reaccion se debe determinar la eficiencia de amplificacién (E) para
tener una medida en la cual los parametros del ensayo son los correctos. Utilizando
los valores de Cq, obtenidos como datos crudos de las corridas de gPCR, se realizan
andlisis de estabilidad para poder validar si un gen de referencia es estable (X. Wang
et al., 2016). Usando correcciones de eficiencia se puede establecer de manera mas

confiable que gen de referencia es méas estable (Ruijter et al., 2021).
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Capitulo 1ll: Metodologia

Participantes

El presente proyecto “Evaluacion de la estabilidad de expresion de los genes
de referencia ACTBL2, ACTB y HPRT en la linea celular McCoy ATCC CRL-1696
expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina” fue realizado en
colaboracién con el Laboratorio de Biotechologia Humana, perteneciente a la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicado en Sangolqui, en la Av. General
Rumifiahui s/n y Ambato. La tutora del proyecto fue Marbel Torres, Ph.D., docente de
la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia. Y el cotutor del proyecto fue el Dr. Grijalva
Marcelo M.D. PhD., jefe del Laboratorio de Biotecnologia Humana. Adicionalmente, la
Ing. Tatiana Lara, técnica del Laboratorio de Biotecnologia Humana, particip6 en la

instruccién de las técnicas moleculares del presente proyecto.

Muestras

La linea celular McCoy ATCC CRL-1696 y el RNA extraido de la linea celular
McCoy ATCC CRL-1696 expuesta a diferentes concentraciones de nanoparticulas de
plata cubiertas con doxiciclina fueron proporcionados por el Laboratorio de

Biotecnologia Humana de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

Periodo de tiempo de investigacion
La investigacion inicié en el mes de mayo de 2022 y finalizo en el mes de

agosto de 2022, teniendo una duracion de 3 meses.

Mantenimiento de la linea celular McCoy ATCC CRL-1696

Se realiz6 el mantenimiento de la linea celular McCoy ATCC CRL-1696,
la cual esta formada por células tipo fibrobasto con adherencia. Se realizé pases de
esta linea con la finalidad de obtener el material genético de partida para las

posteriores optimizaciones de los protocolos de gPCR.
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Para el cultivo y mantenimiento de esta linea celular se utiliz6 medio de cultivo
MEM (Minimum Essential Media) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino y 1%
de antibiotico (Penicilina y Estreptomicina). Se incubé la linea celular en una
incubadora a 37°C con 5% CO.. Posteriormente, cada pase o subcultivo se realizé tras
obtener una confluencia desde 70% hasta 80%. El procedimiento de congelamiento se
realiz6 en crioviales con DMSO y medio de cultivo MEM sin suplementar. La cantidad

de células que se colocé en cada criovial fue de 1.5 x 10° células.

Extraccion de RNA

Se realizo la extraccion de RNA de la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 sin
ningun tratamiento para ser usado en la estandarizacion de los genes de referencia y
como control sin exposicién en la determinacién de la estabilidad de los genes de
referencia. Las muestras de RNA tratadas con diferentes concentraciones de Ag-Dox
NPs (50, 6.75 y 1.68 ug/mL) fueron proporcionadas por el Laboratorio de

Biotecnologia Humana de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

Todas las extracciones de RNA se llevaron a cabo con el kit “PureLink RNA
Mini Kit” partiendo de una cantidad aproximada de 2 x 10° células. Se elimin6 el DNA
genodmico residual usando un tratamiento con TURBO DNase (Invitrogen). La
verificaciéon de la cantidad y calidad de la muestra se realizaron en el equipo NanoDrop
2000, perteneciente al laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE. Se evalug la calidad del RNA mediante una electroforesis en
gel de agarosa (1%) usando 0.075uL/ml de SYBR Safe. Las condiciones de este

ensayo fueron a 90 voltios (V) por 75 minutos.

Optimizacién de los protocolos de qPCR
Las optimizaciones de gPCR se realizaron partiendo de material genético RNA
de las muestras sin exposicion a nanoparticulas. El kit usado para estos ensayos fue

“SuperScript lll Platinum SYBR Green One-Step qRT-PCR Kit”.
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Disefio experimental para optimizar la temperatura de annealing y concentracion
de primers

Para determinar la estabilidad de expresion de los genes de referencia ACTB,
HPRT y ACTBL2 se plante6 encontrar las condiciones 6ptimas para las corridas de
PCR en tiempo real. Se probaron 2 factores determinantes en la técnica de la PCR:
temperatura de annealing y concentracion de primers. Se consideraron las
temperaturas de melting de cada juego de primers para escoger las temperaturas de
annealing a utilizarse (54°C, 57°C y 60°C). Por otro lado, se probaron concentraciones
de primers de 0.1 uM, 0.3 uM y 0.5 pM, de acuerdo al rango 6ptimo que recomienda el
kit de gPCR usado. Todo esto con el fin de encontrar las mejores condiciones para
realizar el andlisis de estabilidad de los genes de referencia. Los primers usados se

detallan en la Tabla 1.

Tabla 1

Primers usados para amplificar el gen ACTB, HPRT y ACTBL2

NCBI Longitud del
Secuencias de los Primers
Gen Reference producto
Forward / Reverse

Sequence (bp)
TGCTCTAGACTTCGAGCA
ACTB
GGAGATG/ NM_007393.5 124
(beta-actina)
AGCCTCAGGGCATCGGAA
HPRT
TCAGTCAACGGGGGACAT
(hipoxantina
AAAAG /
guanina NM_013556.2 131
GCTTAACCAGGGAAAGCA
fosforribosiltrans-
AAG

ferasa)
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NCBI Longitud del
Secuencias de los Primers
Gen Reference producto
Forward / Reverse
Sequence (bp)
ATGGTTGACGATGAGCTG
ACTBL2
ACT/
(proteina similar a NM_175497.3 228
GACTCCGTGTTCAATGGG
beta-actina 2)
ATAC

Para el analisis de los genes ACTB y HPRT se realizé un disefio experimental

dividido en dos partes. En primer lugar, se realizaron ensayos de gradiente de

temperatura de Annealing siguiendo las concentraciones y volimenes de reaccién que

se observa en la Tabla 2.

Tabla 2

Master Mix para la reaccion de qPCR de los genes ACTB y HPRT en la optimizacion

de la temperatura de annealing

Componente Crnicial Crinal Volumen Final
SuperScript Il RT /
50X 1X 0.4 uL
Platinum Taqg Mix*
2X SYBR® Green Reaction Mix 2X 1X 10 uL
BSA 1000 ng/pL 250 ng/pL 5 pL
Primer Forward 10 uM 0.5 uM 1uL
Primer Reverse 10 uM 0.5 uM 1uL
RNA** 20 ng/uL 1 ng/uL 1uL
Agua DEPC - - 1.6 yL
Volumen Final Total por unidad Reaccién 20 uL
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Notas. *En el control negativo de retrotranscripcion se reemplaza el SuperScript Il RT
/ Platinum Taqg Mix por dos unidades Platinum Taq (0.16 pL de polimerasa para 20 uL

de reaccion) ** En el control negativo de RNA se sustituye el RNA por Agua DEPC

Posteriormente, en la temperatura de annealing mas eficiente (probando con
54°C, 57°C y 60°C) se probaron las diferentes concentraciones equimolares de
primers (0.1 uM, 0.3 uM y 0.5 uM), siguiendo las concentraciones de master mix

mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3

Master Mix para la reaccion de qPCR de los genes ACTB y HPRT en la optimizacién

de la concentracién de primers

Componente Crnicial Crinal Volumen Final

SuperScript Il RT /

50X 1X 0.4 pyL
Platinum Taqg Mix*
2X SYBR® Green Reaction Mix 2X 1X 10 uL
BSA 1000 ng/uL 250 ng/uL 5uL
Primer Forward 10 uM prx* Z L
Primer Reverse 10 uM prrx Z L
RNA** 20 ng/uL 1 ng/uL 1L
Agua DEPC - - Wyl
Volumen Final Total por unidad Reaccién 20 pL

Notas. *En el control negativo de retrotranscripcion se reemplaza el SuperScript Ill RT
/ Platinum Taq Mix por dos unidades polimerasa. ** En el control negativo de RNA se
sustituye el RNA por Agua DEPC. *** P es sustituido para 0.1, 0.3y 0.5 uM, con ello Z
también cambia para cada concentracion. **** W es la cantidad de agua para

completar los 20 uL de cada reaccion.
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Por otro lado, en el gen ACTBL2 se realiz6 un disefio factorial 3 x 3 con las

diferentes condiciones de primers y temperatura, con el cual se generé un mapa de

calor de los valores de Cq (ciclo de cuantificacion).

Cada punto experimental se corrio en el equipo LightCycler 96 en dupletas y

por triplicado con la programacién que se indica en la Tabla 4, la cual se ilustra a

continuacion.

Tabla 4

Programacion de las reacciones de qPCR en el equipo LightCycler 96

Modo de
Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
adquisicion
Sintesis de cDNA 50 °C 180 segundos Ninguna 1
Denaturacion
95 °C 300 segundos Ninguna 1
Inicial
Denaturacién 95 °C 15 segundos Ninguna
35
Annealing T* 30 segundos Simple
Extension Final 40 °C 60 segundos Ninguna 1
95 °C 5 segundos Ninguna
65 °C 60 segundos Ninguna
Melting 1
5 lecturas
97 °C -
continuas / °C
Cooling 37°C 30 segundos Ninguna 1

Nota. T es reemplazado por las temperaturas (54, 57 y 60 °C) que se desea correr el

ensayo

Se realizaron corridas electroforéticas en agarosa usando los productos de los

ensayos de optimizacion de qPCR para comprobar el tamafio del producto esperado.
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Las condiciones de las electroforesis de agarosa (1.5%) fueron a 100 voltios (V) por 60

minutos y con una concentracion de 0.075uL/ml de SYBR Safe.

Ensayo de eficiencia de amplificacion de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT

Con las condiciones optimizadas para cada gen de referencia, se procedio a
realizar los ensayos de eficiencia y sensibilidad analitica, utilizando diluciones en serie
de la muestra de RNA. Para los genes ACTB y HPRT, se partié de una concentracion
de 1ng/uL de RNA 'y se realizaron diluciones en serie 1:10 hasta llegar a una
concentracion de 1 x 10 “ng/uL. Para el gen ACTBL2, las concentraciones de RNA
que se usaron para el andlisis de sensibilidad analitica fueron 2, 1.2, 0.8, 0.6 y 0.5

ng/uL. En la Tabla 5 se muestra las concentraciones de muestras y diluciones usadas.

Tabla 5

Concentraciones de material genético para el ensayo de sensibilidad analitica

Punto ACTB HPRT ACTBL2
1 1 ng/uL 1 ng/uL 2 ng/uL
2 1 x 10 ng/uL 1 x 10 ng/uL 1 ng/uL
3 1 x 102 ng/uL 1 x 102 ng/uL 0.8 ng/uL
4 1 x 10 ng/uL 1 x 10 ng/uL 0.6 ng/uL
5 1 x 10 ng/uL 1 x 10* ng/uL 0.5 ng/uL

Se corrieron ensayos de gPCR con las diluciones en serie de RNA y con dos
controles negativos. El primer control (control negativo de RNA) consistié en no
adicionar RNA y sustituirlo por agua DEPC. El segundo control (control negativo de
retrotranscripcion) se anadié la polimerasa “GoTag® G2 Hot Start Tag Polymerase” en
lugar del mix de retrotranscriptasa y polimerasa (SuperScript 11l RT / Platinum Taq

Mix). Los ensayos para cada gen se realizaron por duplicado.
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Para cada gen se obtuvieron los valores de eficiencia de amplificacion,
coeficiente de determinacion y pendiente, que permitié observar la eficiencia individual

del ensayo en cada gen.

Ademas, se realizé una prediccion de las temperaturas de melting esperadas
de los productos amplificados de gPCR con la herramienta online “OligoCalc”,
tomando en cuenta las concentraciones de primers y la secuencia del producto

esperado de cada gen usando el método “Nearest Neighbor” de la herramienta.

Andlisis de la estabilidad de los genes ACTB, HPRT y ACTBL2

Una vez optimizados los protocolos de qPCR de los tres genes, se llevo a cabo
el anadlisis de su estabilidad en condiciones experimentales. Para ello se emplearon las
muestras de RNA de las células McCoy expuestas a diferentes concentraciones de
Ag-Dox NPs (50, 6.75 y 1.68 pg/mL) durante 24H y 48H, y la muestra de RNA control
(sin exposicion). En Tabla 6 se muestran detalles de las muestras de RNA expuestas a

las diversas concentraciones.

Tabla 6

Condiciones experimentales usadas para realizar el andlisis de estabilidad en los

genes ACTB, HPRT y ACTBL2

N° de Condicion a 24 horas de N° de Condicion a 48 horas de
condicion exposicion condicion exposicién

1 Control 8 Control
2 50 pg/mL de Ag-Dox NPs 9 50 pg/mL de Ag-Dox NPs
3 6.75 pg/mL de Ag-Dox NPs 10 6.75 pg/mL de Ag-Dox NPs
4* 1.68 pg/mL de Ag-Dox NPs 11 1.68 yg/mL de Ag-Dox NPs
5 50 pg/mL de Doxiciclina 12 50 pg/mL de Doxiciclina
6 6.75 pyg/mL de Doxiciclina 13 6.75 pg/mL de Doxiciclina

7 1.68 pg/mL de Doxiciclina 14 1.68 pg/mL de Doxiciclina
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Nota. * La condicion experimental nimero 4 fue excluida de todos los analisis de

estabilidad debido a que la calidad del RNA usado no era la 6ptima

En un ensayo inicial, se corri6 un total de 30 ensayos, con las 14 condiciones
experimentales para cada gen en dupletas, con sus respectivos 2 controles negativos.
Tras una evaluacién preliminar, se descart6 el uso del gen ACTBL2 por la falta de
especificidad para amplificar el producto, ya que las curvas de melting y amplificacion
no presentaron el comportamiento esperado, a pesar de realizar previamente la
optimizacion de las condiciones de corrida de qPCR. Los ensayos se continuaron con
los genes ACTB y HPRT, con dos repeticiones adicionales del ensayo, con dupletas

para cada punto experimental y un total de tres repeticiones del ensayo para cada gen.

Para conocer el gen mas estable se procesaron los valores de Cq obtenidos
en los ensayos experimentales usando la herramienta integral avanzada NormFinder.
Este software permitié posicionar los genes de referencia desde el mas estable hasta
el menos estable bajo las condiciones experimentales evaluadas, por medio de un

valor de estabilidad arrojado directamente por el software.

Andlisis de datos

Las curvas de amplificacion, curvas de melting y Cq para los ensayos de
optimizacion, eficiencia y sensibilidad fueron obtenidas mediante corridas de gPCR
realizadas en el equipo LightCycler 96 (Roche). Los datos de Cq crudos de los
ensayos de estabilidad y porcentajes de eficiencia fueron introducidos en el algoritmo
NormFinder v. 0.953 para realizar los analisis de estabilidad. Posteriormente, tanto los
datos crudos de los ensayos de optimizacion y eficiencia, como los datos obtenidos en
NormFinder fueron analizados en el programa GraphPad Prism v. 9.4.1.681. Las
graficas estadisticas mostradas en el presente proyecto fueron obtenidas en el mismo

programa.
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Con el fin de evaluar cémo afecta la eficiencia de amplificacion en la
determinacion de la estabilidad de un gen, se realizaron dos graficas de los valores de
estabilidad. En la primera sin tomar en cuenta los valores de eficiencia de amplificacion

de cada geny en la segunda realizando una correccion en base a esta eficiencia.
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Capitulo IV: Resultados

Mantenimiento de la linea celular McCoy ATCC CRL-1696

Se obtuvieron pases de la linea McCoy ATCC CRL-1696 con una confluencia
del 80% para su posterior extraccion de RNA y almacenamiento. La Figura4y 5
muestra como se observan este tipo de células adherentes bajo un microscopio

invertido, en diferentes niveles de confluencia y bajo diferentes aumentos.

Figura 4

Linea celular McCoy observada bajo microscopio invertido (20x)

Figuras

Linea celular McCoy observada bajo microscopio invertido (40x)
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Extraccion de RNA

Se obtuvieron 2 muestras de RNA de la linea McCoy ATCC CRL-1696 con la
calidad y concentraciones que se muestran en la Tabla 7. La integridad del RNA se
verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa. Como se evidencia en la Figura 6,
el tratamiento con TURBO DNase permitio eliminar el DNA gendmico de las muestras.
Las 2 bandas mas prominentes superiores corresponden al RNAr eucariota,

especificamente, las subunidades ribosomales 18S y 28S.

Tabla 7

Calidad y concentracion del RNA extraido usado en los ensayos de gPCR

Concentracion (ng/pL) Radio Radio
Muestra
ler Medicion 2da Mediciobn Promedio 260/280 260/230
Muestra 1 194.1 196.6 195.35 2.02 1.68
Muestra 2 352.5 386.7 369.6 2.01 1.88
Figura 6

Resultado de la evaluacion de la integridad del RNA extraido



* Muestra 2
Marcador Después Antes
TURBO TURBO
" DNase DNase

» Muestra1 Muestra1
Después Antes
TURBO TURBO
DNase DNase

Marcador

, DNA
Genémico 10000 bp+

2500 bp«—
2000 bp

1500 bp

3000 bp<

Nota. Se us6 el marcador “1kb Opti-DNA Marker”.

Caracteristicas de los primers
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DNA

>
Gendmico

Mediante la herramienta online “Primer-BLAST”, se obtuvo la temperatura de

melting de los primers y con ella se calculé la temperatura de annealing de partida

para los ensayos de qPCR de los tres genes (Tabla 8).

Tabla 8

Caracteristicas de los primers usados para amplificar el gen ACTB, ACTBL2 y HPRT

Temperatura
Gen Primer Secuencias % GC
de melting (°C)
F ATGGTTGACGATGAGCTGACT 59.4 47.62
ACTBL2

R GACTCCGTGTTCAATGGGATAC 58.8 50.00
F TGCTCTAGACTTCGAGCAGGAGATG  63.66 52.00

ACTB
R AGCCTCAGGGCATCGGAA 60.69 61.11
F TCAGTCAACGGGGGACATAAAAG 60.56 47.83

HPRT
R GCTTAACCAGGGAAAGCAAAG 57.70 47.62

Nota. F - Primer Forward y R - Primer Reverse. Obtenido de: Primer-BLAST
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Condiciones 6ptimas de temperatura de annealing y concentracién de primers
Se utilizé el Cg como parametro en el analisis de las condiciones éptimas de
las corridas de qPCR bajo las diferentes condiciones. Para los genes ACTB y HPRT
se realizaron ensayos de dupletas de reacciones a las diferentes temperaturas de
annealing (54°C, 57°C y 60°C). Se generé un diagrama de barras de los Cq promedio

(Figura 7).

Figura 7

Diagrama de barras de los Cq promedio de ensayos de gradiente de temperatura de

annealing para los genes ACTB y HPRT
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Para cada gen se escogio la temperatura de annealing con la que se obtuvo un
Cq mas temprano y con esta se procedio a realizar ensayos a las diferentes
concentraciones de primers (0.1 uM, 0.3 uM y 0.5 uM). Se obtuvo un diagrama de
barras de los Cq promedio (Figura 8). Se observé que las mejores condiciones para
los genes ACTB y HPRT son: 60°C como temperatura de annealing y 0.5 uM de

concentracion de primers.
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Figura 8
Diagrama de barras de los Cqg promedio de ensayos de gradiente de concentracién de
primers para los genes ACTB y HPRT
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Para el gen ACTBL2 se realiz6 un disefio factorial 3x3 (temperatura vs
concentracion de primers) y se obtuvo el mapa de calor con los Cq promedio de cada

interaccion de las condiciones (Figura 9).

Figura 9

Mapa de calor de los Cq promedio para el gen ACTBL2
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Este mapa de calor muestra que los mejores valores de Cqg promedio son
aguellos que tienen un verde mas claro, ya que esta representando valores de Cq mas
tempranos. Por otro lado, los valores mas tardios de Cq se representa con el color
rojo. Por lo antes expuesto, las mejores condiciones para el gen ACTBL2 son 57°C

como temperatura de annealing y 0.3 uM de concentracién de primers.

En las corridas electroforéticas se obtuvo el tamafio esperado de los
fragmentos de DNA obtenidos por qPCR. Se observa en las Figuras 10, 11y 12 los
productos de amplificacién de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT con un tamafio de
228, 124 y 131 bp, respectivamente. Para los genes ACTB y HPRT se realiz6 una
corrida de electroforesis a la temperatura 6ptima de 60°C con las 3 concentraciones de
primers diferentes. Mientras que para el gen ACTBL2 se realizé una corrida Unica para
las mejores condiciones implementadas para observar la presencia del producto

especifico de amplificacion.

Figura 10

Productos de qPCR para el gen ACTB, a 60°C en las 3 concentraciones de primers

diferentes

GEN ' Dupleta: Dupleta: Dupleta:
ACTB Dupleta: 60°C de T. 60°C de T. 60°C de T.
Marcador Controles annealing y ELLEETTRY annealingy Marcador

negativos 0,1 uM de 0,3 uM de 0,5 uM de

[Primers] [Primers] " [Primers]
1500 bp
200 bp
150 bp
100 bp

Nota. Se us6 el marcador “100bp Opti-DNA Marker”.
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Figura 11

Productos de qPCR para el gen HPRT, a 60°C en las 3 concentraciones de primers

diferentes

GEN Dupleta: Dupleta: Dupleta:

HPRT Dupleta: 60°C de T. 60°C de T. 60°C de T.
Marcador Controles ELLEEL T RY annealing y annealingy Marcador
negativos 0,1 uM de 0,3 uM de 0,5 uM de '
[Primers] [Primers] [Primers]
1500 bp +—
200 bp «—
150 bp
100 bp «—

Nota. Se us6 el marcador “100bp Opti-DNA Marker”.

Figura 12

Producto de gPCR para el gen ACTBL2, en sus condiciones éptimas

GEN ' B Dupleta: 57°C de
ACTBL2 - Control Temperatura de
Marcador Negativo annealing y 0,3 pM

de [Primers]

1500 bp

200 bp
150 bp
100 bp

Nota. Se us6 el marcador “100bp Opti-DNA Marker”.



56

Ensayo de eficiencia de amplificacion de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT

En los ensayos de eficiencia de amplificacion, se obtuvieron curvas de
amplificacién y curvas de melting para cada gen (Figuras 13, 14 y 15). Se observo que
en todos los ensayos de eficiencia no existe la amplificacion de los controles negativos

y no arrojan Cq tardios.

Figura 13

Curvas de amplificacién y de melting para el gen ACTBL2
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Nota. La primera curva corresponde a las curvas de amplificacion del ensayo de
eficiencia de amplificacion, la segunda corresponde a las curvas de melting del mismo

ensayo. Ambas curvas corresponden al ensayo en el gen ACTBL2.

Figura 14

Curvas de amplificacion y de melting para el gen ACTB
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Nota. La primera curva corresponde a las curvas de amplificacién del ensayo de
eficiencia de amplificacion, la segunda corresponde a las curvas de melting del mismo

ensayo. Ambas curvas corresponden al ensayo en el gen ACTB.

Figura 15

Curvas de amplificaciéon y de melting para el gen HPRT
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Nota. La primera curva corresponde a las curvas de amplificacién del ensayo de
eficiencia de amplificacién, la segunda corresponde a las curvas de melting del mismo

ensayo. Ambas curvas corresponden al ensayo en el gen HPRT.

La herramienta online “OligoCalc” calculd las temperaturas de melting
predichas de los productos amplificados resultantes de qPCR para cada gen. En la
Tabla 9 se indica las temperaturas de melting obtenidas con esta herramienta y las
obtenidas por el equipo LightCycler 96, usando la opcion de analisis “Tm calling”. Se

observa una concordancia en valores predichos y los obtenidos en los ensayos.

Tabla 9

Valores de la temperatura de melting (Tm) de los productos de cada gen de referencia

Longitud del Tm calculada por Tm calculada por

eer producto (bp) OligoCalc* (°C) LightCycler 96 (°C)
ACTBL2 228 86.32 88.071

ACTB 124 87.7 86.783

HPRT 131 79.08 79.102

Nota. *Herramienta online desarrollada por Kibbe (2007)

La Tabla 10 indica los valores de Cqg promedio y el logaritmo de las
concentraciones de RNA usadas en las regresiones lineales para los ensayos de

eficiencia de amplificacion.

Las Figuras 16, 17 y 18 muestran las curvas estandar para cada gen, obtenidas
mediante regresion lineal. Se realizaron 5 diluciones en serie del material genético de
partida para cada gen. El factor de dilucion para los genes ACTB y HPRT fue 1:10,
mientras que para el ACTBL2 se realiz6 diluciones desde 2 ng/uL hasta 0.5 ng/uL.
Resultados preliminares (no abordados con detalles en este estudio) muestran que

bajo 0.1 ng/uL existe baja especificidad en la amplificacion del producto del gen
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ACTBL2 con los primers usados. Los detalles de estas diluciones se muestran en la

Tabla 5.

Tabla 10

Valores de Cq promedio y concentracion de RNA correspondientes al ensayo de

eficiencia de amplificacién de cada gen

ACTB HPRT ACTBL2
Log[RNA] Cq Log[RNA] Cq Log [RNA] Cq
0 15.30 0 21.83 0.301 23.91
-1 18.74 -1 25.40 0.079 24.79
-2 22.65 -2 31.80 -0.097 25.49
-3 25.48 -3 32.94 -0.222 25.53
-4 27.49 -4 35.51 -0.301 25.60

Nota. Los valores de Cq son promedio de las dupletas realizadas

Figura 16

Curva estandar para el gen ACTB

Curva Estandar del gen ACTB

30+ y = -3,1125x + 15,705
R? = 0,9866
S 25-
D
©
O
= 20—
Q
g \
£ 15-
10 1 1 1 1 1
-5 -4 3 2 -1 0

Log [RNA]

Nota. Se realiz6 una regresion lineal con el Cq promedio y el Log[RNA] mostrado en la

Tabla 10, con ello se construye la curva estandar para el gen ACTB.
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Figura 17

Curva estandar para el gen HPRT

Curva Estandar del gen HPRT
40+
y = -3,4895x + 22,513
- R? = 0,9451
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Nota. Se realizé una regresion lineal con el Cg promedio y el Log[RNA] mostrado en la

Tabla 10, con ello se construye la curva estandar para el gen HPRT.

Figura 18

Curva estandar para el gen ACTBL2

Curva Estandar del gen ACTBL2
26.0
. y =-2,8837x + 24,923
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8
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Nota. Se realiz6 una regresion lineal con el Cq promedio y el Log[RNA] mostrado en la

Tabla 10, con ello se construye la curva estandar para el gen ACTBL2.
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La curva estandar proporcion6 una ecuacion para cada gen, de donde se
tomaron los valores de pendiente (m) y el coeficiente de determinacion (R?), para
calcular los valores de eficiencia de amplificacion para los genes ACTBL2, ACTB y

HPRT (Tabla 11).

Tabla 11

Valores de la pendiente, coeficiente de determinacion (R?) y % de eficiencia, obtenidos

por la curva estdndar de cada gen

Gen Pendiente R? % de Eficiencia
ACTBL2 -2.8837 0.9281 122.2 %
ACTB -3.1125 0.9866 109.5%
HPRT -3.4895 0.9451 93.5%

Nota. El porcentaje de eficiencia de amplificaciéon fue calculado usando la Ecuacion 1

Andlisis de la estabilidad de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT

Se realiz6 un analisis de la estabilidad de los genes de la linea celular McCoy
ATCC CRL-1696 expuesta a diferentes concentraciones de Ag-Dox NPs (50, 6.75 y
1.68 pg/mL) y en dos tiempos de exposicion (durante 24 y 48 horas de exposicién)
ATCC CRL-1696. Se excluyo a la muestra de RNA expuesta por 24 horas a una

concentracion de 50 ng/plL debido a que la calidad del material genético no fue éptima.

Se determinaron los valores de estabilidad de los genes de referencia usando
el software NormFinder. Los resultados iniciales se realizaron inicamente con los Cq
crudos de los ensayos de estabilidad (Tabla 12). Se obtuvieron los valores de
estabilidad que se muestran en la Figura 19, donde se evidencia que el gen de

referencia mas estable es ACTB, seguido de HPRT y por ultimo ACTBL2.

Tabla 12

Valores de Cq promedio correspondientes a los ensayos de estabilidad de cada gen
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Condicion ACTB HPRT ACTBL2

Control 24 horas 16.42 21.46 27.83
Control 48 horas 15.97 20.62 28.16

1.68 pg/mL de Ag-Dox NPs-24h 19.12 23.85 33.01
1.68 pg/mL de Ag-Dox NPs-48h 18.37 22.83 29.44
6.75 pyg/mL de Ag-Dox NPs-24h 18.79 25.03 31.33
6.75 pg/mL de Ag-Dox NPs-48h 16.36 21.01 31.99
50 ug/mL de Ag-Dox NPs-48h 16.15 20.88 32.90
1.68 pg/mL de Doxiciclina-24h 20.07 25.53 31.54
1.68 pg/mL de Doxiciclina-48h 17.03 21.34 32.89
6.75 pg/mL de Doxiciclina-24h 17.23 21.76 32.80
6.75 pg/mL de Doxiciclina-48h 17.01 21.13 32.88
50 ug/mL de Doxiciclina-48h 20.18 25.01 32.12
50 ug/mL de Doxiciclina-48h 17.35 21.11 31.02

Figura 19

Ranquin de estabilidad de los genes de referencia sin el uso de la correccién de

eficiencia

Ranquin de estabilidad de los genes de referencia
sin el uso de la correccién de eficiencia
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También se obtuvieron los valores de estabilidad de los genes de referencia
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realizando una correccion de los Cq usando los porcentajes de eficiencia obtenidos de

los ensayos de sensibilidad. En la Figura 20 se evidencia que los valores de

estabilidad difieren de los observados cuando se asume una eficiencia del 100%, pero

no se altera el orden de estabilidad de los genes. Se obtuvo que el gen candidato de

referencia méas estable luego de la correccion por eficiencia es ACTB, seguido de

HPRT y por ultimo ACTBL2.

Figura 20

Ranquin de estabilidad de los genes de referencia con el uso de la correccién de

eficiencia
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Se realiz6 una comparacion de los rAdnquines de estabilidad de los genes de
referencia obtenidos con y sin ajuste por eficiencia como correccién de los Cq. La
Figura 21 muestra la diferencia de los resultados cuando se usa la correccion de
eficiencia. El gen de referencia mas estable en los dos casos de andlisis (sin y con

correccion de eficiencia) fue ACTB, seguido de HPRT y por ultimo ACTBL2.



Figura 21

Comparacion del valor de estabilidad de los genes sin y con correccion de eficiencia
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Capitulo V: Discusién

Mantenimiento de la linea celular McCoy ATCC CRL-1696

Para mantener una linea celular es necesario realizar pases o congelar las
células antes de que exista confluencia cercana al 100%. Cuando no se realiza un
subcultivo de células confluentes se produce reduccion del indice mitético, lo cual lleva
a la muerte celular (K. Phelan & May, 2015). En el cultivo celular, es necesario tener
una confluencia al menos del 75% como valor 6ptimo para realizar pases celulares (M.
C. Phelan, 2007). La confluencia se considera como un pardmetro de calidad cuando
se hace ensayos basados en cultivo celular, donde se pueden ver pardmetros
relacionados a la salud y estabilidad de la linea celular usada (Haenel & Garbow,

2014).

Se obtuvo confluencias entre 70 y 80% de todos los pases usados para realizar
la extraccion del RNA total. La confluencia es un factor importante a la hora de realizar
un analisis de expresién génica. Cuando se usa una linea celular con una confluencia
menor a la recomendada existe una diferente regulacién individual de los genes lo cual
puede afectar los andlisis posteriores (Ruutu et al., 2004). Una alta confluencia,
cercana al 100%, también exhibe una expresién génica diferente, inclusive en genes
relacionados a la actina (Pavel et al., 2018). Por ello es importante el correcto manejo
de lineas celulares para determinar la estabilidad de un gen y posteriormente para el

analisis de expresion génica.

Extraccion de RNA

La extraccion del RNA es un paso muy importante para realizar gPCR debido a
que la baja calidad puede alterar los resultados. El rendimiento de una gPCR es
afectado de manera directa por las impurezas encontradas en la extraccion de RNA
(Fleige & Pfaffl, 2006). Por ello, la medicion de la calidad y el analisis de integridad son
el primer paso para llevar a cabo andlisis de expresion génica (Vermeulen et al.,

2011).
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En el andlisis de la integridad del RNA, después de haber eliminado el DNA
genodmico, se obtuvo dos bandas correspondientes al RNA ribosomal 28S y 18S. Las
bandas encontradas muestran que no existe degradacion, ya que se encuentran

integras.

La cuantificacion del RNA usando mediciones de la absorbancia UV a 230, 260
280 nm permite cuantificar y detectar contaminantes presentes en el RNA. Las
relaciones entre las distintas longitudes de ondas se expresan radios, el radio 260/280
debe tener un valor cercano a 2, mientras que el valor del radio 260/230 tiene que ser
superior a 1.4 (Shen, 2019). Los promedios de los radios 260/280 y 260/230 de las
muestras fueron 2.01 y 1.78, respectivamente, esto indica que estuvieron dentro del
rango 6ptimo. Se obtuvo una concentracion de 195.35 y 369.6 ng/uL, respectivamente

para cada muestra.

Caracteristicas de los primers

El disefio de los primers es uno de los factores mas importantes en los distintos
tipos de PCR, debido a que influyen directamente en la amplificacion de una secuencia
genética (Guha, 2019). Cuando los primers no han sido disefiado de manera eficiente
pueden llegar a generarse primer-dimers producto de la PCR (El-Fahmawi, 2013). En
gPCR, para realizar una distincion entre primer-dimers y el producto amplificado se
realizan los analisis de las curvas de melting (Pfaffl, 2004). Para gPCR se recomienda
que los primers sean disefiados de tal forma que su producto de amplificacion esté
entre 80 y 200 pb (Thornton & Basu, 2011). Se ha encontrado que la longitud del
amplicon de gPCR puede llegar a medir hasta 250 pb sin afectar la eficiencia del
ensayo (Flaga et al., 2021). Todos los productos de amplificacién usados en el
presente proyecto estan en el rango de longitud que pueden ser usados para gPCR,
ya que los amplicones de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT tuvieron un tamafio de

228, 124 y 131 bp, respectivamente.
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Una de las caracteristicas importantes de los primers es el porcentaje de
guanina-citosina (GC) presente, el valor debe ser estar entre 20 y 80% (Guha, 2019).
Los primers tuvieron un porcentaje GC entre 47.62 y 61.11%, lo cual indica que esta
dentro del rango recomendable. Usando este parametro es posible calcular la
temperatura de melting de cada primer, posteriormente se realiza promedio de estas
temperaturas y restando 5°C se puede estimar la temperatura tedrica de annealing

para las corridas de qPCR (Lorenz, 2012).

Condiciones 6ptimas de temperatura de annealing y concentracion de primers

La gPCR tiene varios parametros que pueden ser optimizados con la finalidad
de obtener mejores eficiencias. Dentro de estos factores se encuentra la concentracion
de primers, la temperatura de annealing, la concentracion de sales, velocidad de
rampa, cantidad de material genético usado, entre otros (Lorenz, 2012). Se realiz6 un
analisis de las condiciones Optimas para los ensayos de gPCR, los factores analizados
fueron la temperatura de annealing y concentracion de primers. La cantidad de
material genético también fue un factor analizado preliminarmente pero no optimizado.
En este se observé que usar una concentracion final de 1ng/uL permite realizar

adecuadamente los analisis de eficiencia de amplificacion.

Mubarak et al., (2020) sefiala que la temperatura de annealing de una PCR oOptimas
son entre 50 y 65 °C. Las temperaturas de annealing que se probaron en los tres
genes fueron a 54, 57 y 60°C, todas dentro del rango recomendado. Por otro lado, la
concentracion de primers para una PCR esta entre 0.1y 1 yM (Mubarak et al., 2020).
Sin embargo, el kit de qPCR utilizado (SuperScript Il Platinum SYBR Green One-Step
gRT-PCR Kit) recomienda concentraciones de primers entre 0.1 y 0.5 uM, por lo que

se evalud la qPCR en las concentraciones de 0.1, 0.3 y 0.5 pyM.

Para los genes ACTB y HPRT, el primer factor analizado fue la temperatura de
annealing a 54, 57 y 60°C, como se indica en los diagramas de barras de la Figura 7.

Se puede observar que la temperatura de annealing en la cual el Cq es mas temprano
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es 60°C para los dos genes. Posteriormente, se realizé el andlisis para encontrar la
mejor concentracion de primers a 60°C, en los dos genes. Como se evidencia en la
Figura 8, el Cg méas temprano para el gen ACTB fue a 17.80 y para el gen HPRT fue
21.64, ambos a una concentracion de 0.5 uM. Los valores de Cq bajos indican la
presencia de mayor cantidad de material genético (Rabaan et al., 2021). El valor de Cq
no debe superar 40, debido a que estos valores exhiben implicitamente una eficiencia
disminuida (Bustin et al., 2009). Los resultados indicaron que no se encontré ningn
valor de Cq mayor a 40 para ningun gen, en caso de encontrarse deberia ser

descartado en primera instancia por ser considerado un Cq tardio.

Para el gen ACTBL2, se realiz6 un primer analisis en PCR punto final, bajo
temperaturas de annealing preliminares (51°C, 54°C y 57°C) y concentracion de
primers preliminares (0.3, 0.5 y 0.7 uM). Este analisis preliminar se realiz6 por partes,
como en los genes ACTB y HPRT, pero no se encontrd un punto 6ptimo de
amplificacion del producto deseado. Por ello se procedid a realizar un andlisis de los
dos factores al mismo tiempo (Figura 9), donde se observé un valor de Cq de 24.77
bajo la temperatura de annealing de 57°C y concentracién de primers de 0.3 uM. Para
los analisis de eficiencia de amplificacion es necesario eludir el uso de Cq altos, es

decir, se debe trabajar con el Cq méas temprano (Ruiz-Villalba et al., 2021, p.).

Las corridas de electroforesis permiten ver el tamafio y la cantidad de producto
examinado, en funcién de la intensidad del brillo de las bandas resultantes (Wittmeier
& Hummel, 2022). Para los genes ACTB y HPRT, se realizé una corrida electroforética
para verificar el tamafio de los respectivos amplicones (Figuras 10 y 11). En este gel
de agarosa se usaron las muestras resultantes del ensayo mostrado en la Figura 8, es
decir, las condiciones fueron a 60°C de temperatura de annealing con diferentes
concentraciones de primers. De acuerdo a la intensidad de las bandas se observa que

la mejor condicion en relacién a concentracion de primers es 0.5 yM. Con ello se
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confirma que las condiciones Optimas en estos genes son 60°C de temperatura de

annealing y 0.5 uM de concentracion de primers.

Mediante un gel de agarosa se corrieron los productos de qPCR obtenidos en
los ensayos de optimizacion de qPCR para todos los genes, esto con el fin de
comprobar su integridad y tamafio (Wittmeier & Hummel, 2022). Ademas, un gel de
electroforesis permite visualizar si existen productos no especificos o primer-dimers
(Johnston et al., 2019). En las corridas de electroforesis mostradas en las Figuras 10,
11y 12 se evidencia que no existe la presencia de productos no especificos o primer-

dimers en ninguna banda.

Ensayo de eficiencia de amplificacion de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT
Las curvas de amplificacion indican el aumento de la sefial de fluorescencia
detectada a lo largo de un ensayo de qPCR. Esta gréfica presenta 4 fases
consecutivas: fase de referencia, fase exponencial, fase lineal y fase de meseta (Y.
Zhang et al., 2020). Las curvas de amplificacion para los tres genes muestran las 3
primeras fases de la curva (Figuras 13, 14 y 15). Algunas diluciones no muestran la
fase de meseta, esto indica que el tiempo de duracion del ensayo no es lo
suficientemente largo y que deberia extenderse para visualizar todas las fases de la
curva. Sin embargo, es un comportamiento tipico de las diluciones méas bajas de los

ensayos de eficiencia de amplificacion (Scholtes et al., 2012).

Los andlisis de las curvas de melting permiten distinguir si en un ensayo de
gPCR se encuentran productos Unicos o existe una contaminacion del ensayo como
productos no especificos o primer-dimers (Thompson, 2010). Las curvas de melting
permiten obtener una temperatura a la cual un amplicén especifico se disocia
totalmente. El programa OligoCal realiza una prediccion de la temperatura de melting
de un producto de gPCR mediante el método del Nearest Neighbor. Este método
genera una temperatura de melting tedrica en funcién de cada par de bases y las que

se encuentran adyacentes a estas (SantalLucia, 1998). Las temperaturas de melting
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predichas por OligoCalc fueron de 87.7°C para ACTB, 79.08°C para HPRT y 86.32°C
para ACTBL2. Estos valores son similares a los valores obtenidos en el analisis de
melting realizado por el software Lightcycler 96 Sw del Sistema LightCycler 96, las

cuales fueron 88.071°C para ACTBL2, 86.783°C para ACTB y 79.102°C.

La presencia de productos amplificados especificos se distingue cuando en el
analisis de curvas de melting solo se presenta un pico estrecho (Pfaffl, 2004), es decir
solo se devela una temperatura de melting. Si se obtiene mas de una temperatura
puede inferirse la presencia de productos inespecificos o primer-dimers (Ruijter et al.,
2019), (Ruiz-Villalba et al., 2017). En las curvas de melting de los genes ACTB y
HPRT, se encontrd un solo pico estrecho que corresponde a su amplicon respectivo.
Por otro lado, el ensayo con el gen ACTBL2 muestra la existencia del pico esperado
del amplicén, antecedido por varios picos amplios. En ACTBL2, las concentraciones
superiores a 1 ng/uL muestran picos estrechos en las temperaturas esperadas en sus
curvas de melting. Por ello, se plantea que la sensibilidad de este ensayo, con las
condiciones analizadas, comienza a partir de 1 ng/uL de RNA como concentracion

final de la reaccion.

La curva estandar es un método que permite calcular la eficiencia de
amplificacién que tiene un ensayo de gPCR en un gen especifico (Svec et al., 2015).
Para los genes ACTB y HPRT, se obtuvieron valores de Cq que no superaron los 30
ciclos. Por otro lado, el gen ACTBL2 present6 valores de Cq de hasta 33. El uso de
valores de Cq tardios presentan resultados menos confiables, el ciclo maximo
recomendable es de 35 (Q. Zhang et al., 2015). Todos los valores de Cq obtenidos
estuvieron dentro del rango que se puede usar para obtener una curva estandar,
aunque los Cq de ACTBL2 presentaron Cq cercanos al limite recomendable de uso, es

decir, 35 ciclos.

Para obtener una eficiencia de amplificacion del 100% en un ensayo de gPCR,

la curva estandar tiene una pendiente de -3.32 (Biosystems, 2004). No obstante, el
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rango recomendable de eficiencia es de 90-110%, donde corresponden los valores de
pendientes de -3.58 y -3.10, respectivamente (Bivins et al., 2021). Si la eficiencia no se
ajusta al intervalo esperado, es necesario realizar una optimizacion de las condiciones
experimentales del ensayo de qPCR (Rogers-Broadway & Karteris, 2015). En la Tabla
11 se observa que los genes ACTB y HPRT presentaron eficiencias de amplificacion

que estan dentro del rango 6ptimo. El gen ACTB tuvo una eficiencia de amplificacion

de 109.5% debido a su pendiente de -3.1125. El gen HPRT present6 una eficiencia de

93.5% por su pendiente de -3.4895.

Por otro lado, el gen ACTBL2 present6 un valor de pendiente fuera del rango
optimo. Este gen tuvo una eficiencia de amplificacion de 122.2%, en funcion de su
pendiente que presentd un valor de -2.8837. Un valor de eficiencia de amplificacién
gue sobrepasa el rango recomendado puede deberse a la presencia de primer-dimers
(El-Fahmawi, 2013). Es posible que la presencia de primer-dimers provocaron que la
eficiencia de amplificacion encontrada supere al 110%, por ello es importante el disefio

de los primers para evitar la formacion de estas estructuras.

Se necesitan minimo 5 puntos para realizar la curva estandar (Agilent
Technologies, Inc, 2012). Los puntos usados para graficar la curva estandar deben
estar relacionados entre si, por ello el valor del coeficiente de determinacién (R?) debe
ser superior a 0.9. Se recomienda que los valores de R? sean superiores a 0.98 para
gue se demuestre una mejor precision en el ensayo (Bivins et al., 2021; Eurogentec,
2004). En los tres genes se encontraron valores superiores a 0.9, lo que indica que
existe relacion entre los puntos de las tres curvas estandar. En el caso de la curva del

gen ACTB, se obtuvo un R? superior a 0.98.

Andlisis de la estabilidad de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT
La expresidn génica depende de varios factores como la calidad e integridad
del material genético usado, el disefio de primers, la eficiencia de amplificacion del

ensayo de gPCR, las sondas usadas en la deteccién de fluorescencia, la estabilidad
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de los genes de referencia usados, entre otros (Rocha et al., 2016). Los genes de
referencia son usados como controles comparativos para realizar analisis de
cuantificacion relativa cuando se analiza expresion de genes en condiciones
experimentales (Schaefer et al., 2010). Es importante realizar una adecuada
identificacion de un gen o grupo de genes estables bajo las diferentes condiciones
experimentales (Dheda et al., 2004; X. Wang et al., 2016). La estabilidad de los genes
se evalla mediante ensayos de gPCR en las muestras sometidas a todos los
tratamientos, una vez optimizados los protocolos y obtenida la eficiencia para cada

gen (Wan et al., 2017).

NormFinder mide la variabilidad de la expresion génica usando un analisis de
la varianza del Cq, el resultado de esta herramienta indica que el gen mas estable
exhibe un valor de estabilidad mas pequefio. Ademas, esta herramienta integral
permite obtener un valor numérico llamado valor de estabilidad, este valor es calculado
en funcion de la varianza intra y extragrupo (Andersen et al., 2004). Para que
NormFinder realice un correcto andlisis de estabilidad es necesario usar 3 genes como
minimo y al menos 8 condiciones experimentales distintas (Andersen et al., 2004). En
el presente trabajo se realiz6 el andlisis en 3 genes (ACTBL2, ACTB y HPRT) y en 13
condiciones experimentales, cumpliendo asi los requerimientos minimos del software

utilizado.

Los andlisis en NormFinder se realizaron con y sin tomar en cuenta la
eficiencia de amplificacion de cada gen. Sin el ajuste por €ficiencia en el célculo, se
obtuvieron valores de estabilidad de 1.496 para ACTBL2, 0.653 para HPRT y 0.213
para ACTB. Por otro lado, usando la eficiencia para el célculo, los valores de
estabilidad fueron 1.637 para ACTBL2, 0.556 para HPRT y 0.187 para ACTB. La
eficiencia de amplificacion de un ensayo de gPCR es un valor importante para calcular
los valores de estabilidad debido a que los Cq son dependientes de la eficiencia

obtenida (Ruijter et al., 2021). Los valores de estabilidad que arroja NormFinder
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indican la variabilidad genética que existe en un gen ante las condiciones
experimentales, por lo tanto, cifras bajas corresponden al gen mas estable (Andersen
et al., 2004). El gen més estable fue ACTB en los andlisis sin y con correccion por
eficiencia. Mientras que el gen HPRT fue el segundo, de igual forma, para los dos tipos
de andlisis. Estos dos genes presentaron un perfil de variabilidad genética menor con
la correccion por eficiencia, debido a que sus eficiencias de amplificacion estan dentro
del rango deseado. Por el contrario, el gen ACTBL2 mostr6 ser el menos estable en
los dos analisis y aumento su variabilidad genética cuando se usoé la correccion por

eficiencia.

Los valores de estabilidad que maneja NormFinder son datos que indican la
variabilidad de la expresion génica presente en distintos genes candidatos a ser el
mas estable. Para realizar el andlisis, el modelo necesita al menos 3 genes para poder
comparar entre ellos la estabilidad. Por ello, los valores que presenta la herramienta se
basa Unicamente en la condicion experimental analizada (Andersen et al., 2004). Un
alto valor de estabilidad indica que la variabilidad en las condiciones es también
elevada, por ello el gen ACTBL2 es un gen que exhibe una alta variabilidad y su uso
como gen de referencia en las condiciones experimentales del estudio no se

recomienda.

Kohsler y colaboradores (2020) realizaron un andlisis de la estabilidad de
genes de referencia para validar cual es el mas estable utilizando NormFinder. Esta
herramienta indico que el gen mas estable en sus condiciones experimentales
presento un valor de estabilidad de 0.34, por otro lado, el gen menos estable tuvo un
valor de 0.76 (Kohsler et al., 2020). Otro estudio, utilizando el mismo algoritmo
encontré que el gen mas estable mostrd un valor de estabilidad de 0.19, mientras que
el menos estable arroj6 un valor de 1.51 (Y. Zhang et al., 2018). Wang y colaboradores
(2022) realizaron un ensayo de estabilidad de genes de referencia con NormFinder,

con valores de estabilidad en el rango de 0.134 a 0.825 (G.-H. Wang et al., 2022). Otro
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estudio mostré que, en sus condiciones experimentales, el gen mas estable present6
un valor de estabilidad de 0.147, mientras que el menos estable tuvo un valor de 0.713
(Modesto et al., 2013). Estos resultados indican que mientras el valor de estabilidad
sea mas bajo, indicara el gen mas estable dentro de un conjunto de genes candidato.
No se puede tener un valor limite que permita indicar si existe o no estabilidad en un
gen determinado, mas bien, se debe realizar una comparacion Unica de cada gen en la

condicion experimental mostrada.

La hipotesis del presente proyecto fue demostrar que la expresién de los genes
ACTBL2, ACTB y HPRT es constante en la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 no
expuesta y expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina. Sin embargo,
en funcion de los resultados indicados, no se pudo demostrar que la eficiencia de
amplificaciéon del gen ACTBL2 esta dentro del rango adecuado. De forma similar, el
valor de estabilidad (el cual indica variabilidad) de este gen es 3y 8.75 veces superior
que los valores de estabilidad de los genes HPRT y ACTB. Con esto se indica que el
gen ACTBL2 no muestra estabilidad de su expresién en las condiciones
experimentales del presente proyecto. Por otro lado, los genes ACTB y HPRT
muestran un valor de estabilidad pequefio, cercano a cero. Ante esto, se concluye que
estos genes presentan estabilidad constante en la linea celular McCoy ATCC CRL-
1696 no expuesta y expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina. Por

lo tanto, la hipétesis del proyecto se rechaza.
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Capitulo VI: Conclusiones
El manejo adecuado de la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 permitio
obtener el numero de células suficientes para extraer RNA de 6ptima calidad y
concentracion, lo que propicio el estudio de la eficiencia de amplificacion de los genes

ACTBL2, ACTB y HPRT.

La optimizacién de los ensayos de qPCR permitié encontrar los valores 6ptimos
de temperatura de annealing y de concentracion de primers de cada ensayo, lo que
posibilité la corrida de ensayos de eficiencia y estabilidad en los genes ACTBL2, ACTB

y HPRT.

Las curvas de melting de los genes ACTB y HPRT permitieron demostrar que
existe un solo pico correspondiente al amplicon esperado por gen, cercano a los
valores predichos por OligoCalc. Lo que se corroboré en las corridas electroforéticas
de los productos de gPCR en los genes ACTB y HPRT donde también se obtuvieron
los tamafios de amplicon esperados. Mientras que para el gen ACTBL2, solo en la

primera concentracion se observa lo esperado sin productos inespecificos.

La curva estandar de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT permitié encontrar la
eficiencia de amplificacion y el coeficiente de determinacién (R?) en cada gen. Donde,
el coeficiente de determinacion (R?) de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT fue superior
a 0.9 en todos los casos, en particular, el gen ACTB tuvo un valor superior a 0.98. Lo
cual indico la existencia de relacion entre la cantidad de RNA usado y los valores de
Cq obtenidos. Mientras que, la eficiencia de amplificacion de los genes ACTB y HPRT
fue 109.5% y 93.5%, respectivamente, los cuales estan dentro del rango éptimo (90-

110%).

En los andlisis de estabilidad de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT, la
correccion de datos con la eficiencia de amplificacion de cada gen permitioé evaluar la

variabilidad génica de forma mas precisa y apegada a la realidad.
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Los ensayos de estabilidad de los tres genes de referencia, con correccion por
eficiencia, permitieron identificar que el valor de estabilidad (el cual indica variabilidad)
de ACTBL2 el cual es 3y 8.75 veces superior a los genes HPRT y ACTB,
respectivamente. Con esto se establece que el gen ACTBL2 muestra una mayor
variabilidad y por ende inestabilidad de su expresion, en las condiciones
experimentales del presente proyecto. Por su parte, los genes ACTB y HPRT
muestran valores de estabilidad cercano a cero, lo que nos indica que estos genes
presentan estabilidad constante en la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 no

expuesta y expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina.
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Capitulo VII: Recomendaciones
Se recomienda realizar los andlisis de eficiencia de amplificacion y estabilidad
usando otro juego de primers para el gen ACTBL2, para comprobar si el disefio de los
primers usados en el presente estudio fue un factor que influyé en los resultados

obtenidos.

Se recomienda realizar un analisis de sensibilidad analitica en los genes
ACTBL2, ACTB y HPRT. Esto para saber el limite de deteccién de los ensayos en las

condiciones optimizadas.

Se recomienda realizar un analisis de estabilidad usando los datos crudos de
Cq en funcién de las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion a

nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina.

Se recomienda realizar un analisis de estabilidad usando como control a la
linea celular McCoy ATCC CRL-1696 expuesta a nanoparticulas de plata sin ser

recubiertas con doxiciclina.
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