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Resumen

En el presente trabajo se evalué de manera indirecta el efecto del butirato en la
expresion de genes de maduracion de monocitos cultivados en un sistema dual que
simula el epitelio intestinal. Para ello, se cultivaron células de carcinoma de colon
humanas (caco-2) sobre membranas del soporte permeable por encima de células
monociticas humanas (THP-1); el co-cultivo fue tratado con LPS por 24 horas en
presencia y ausencia de butirato. Se optimizaron ensayos de qPCR y se cuantificé el
nivel de expresion de los genes reguladores de la maduracién de monocitos hacia
macrofagos ICAM3, RUNX3 y PPM1A, y de la citocina pro-inflamatoria TNF a partir de
CDNA de células THP-1. Se encontr6 una inhibicion significativa en la expresion de
RUNX3 y TNF frente al aumento de la expresion de ICAM3 y PPM1A a partir del dia 14
de cultivo en muestras tratadas con butirato, estos resultados sugieren que el butirato
podria favorecer el mantenimiento de la barrera intestinal, estimulando la diferenciacién
y formacién de una monocapa de células caco-2 que impiden el paso del LPS hasta los

monocitos, disminuyendo su maduracion.

Palabras clave:

e BUTIRATO

e MONOCITOS

e GENES DE MADURACION

e CITOCINA PROINFLAMATORIA
e QPCR
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Abstract

The present study aimed to evaluate the effect of butyrate on the expression of
maturation genes of monocytes cultured in a dual system that simulates the intestinal
epithelium. To do this, human epithelial colorectal adenocarcinoma cells (caco-2) were
cultured on permeable supports above human monocytic cells (THP-1); the co-culture
was treated with LPS for 24 hours in the presence and absence of butyrate. QPCR
assays were optimized and the expression level of the ICAM3, RUNX3 and PPM1A
genes, which are regulators of monocyte maturation towards macrophages, and of the
pro-inflammatory cytokine TNF from CDNA of THP-1 cells were quantified. A significant
inhibition in the expression of RUNX3 and TNF was found against the increase in the
expression of ICAM3 and PPM1A from day 14 of culture in samples treated with
butyrate, these results suggest that butyrate could favor the maintenance of the
intestinal barrier, stimulating the differentiation and formation of a monolayer of caco-2

cells that prevent the translocation of LPS to monocytes, reducing their maturation.

Keywords:

* BUTYRATE

* MONOCYTES

* MATURATION-ASSOCIATED GENE
* PRO-INFLAMMATORY CYTOKINE
*QPCR
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Capitulo 1: Introduccion

Formulacion del problema y antecedentes

La poblacion de microbios que residen en el intestino, la microbiota intestinal,
comprende decenas de billones de microorganismos incluidas al menos 1000 especies
diferentes de bacterias conocidas. La microbiota intestinal cumple funciones fisioldgicas
con un impacto directo en la salud, pues actla con las defensas del huésped y el
sistema inmunoldgico para proteger contra la colonizacion y la invasion de patégenos.
Ademas, desempenfia funciones metabdlicas esenciales, actuando como una fuente de
nutrientes esenciales y vitaminas, y produciendo acidos grasos de cadena corta (AGCC)
como resultado del catabolismo de los carbohidratos (Rios-Covian et al., 2016;
Tungland, 2018). Entre los principales AGCC se encuentran el acetato, el propionato y
el butirato, los cuales proporcionan fuentes de energia para los tejidos del huésped,
también ejercen efectos antiinflamatorios y antiapoptéticos que pueden ser importantes

para la prevencion de enfermedades (Flint, Duncan, Scott, & Louis, 2015).

Los cambios en la composicién microbiana estan asociados a una mayor
propensién a una amplia gama de enfermedades inflamatorias, como la enfermedad
alérgica, el asma, la enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), la obesidad y las
enfermedades no transmisibles (ENT). Esto ha despertado el interés de buscar
estrategias que modulen favorablemente la microbiota intestinal para reducir el riesgo
de dichos trastornos (West et al., 2015). Una de estas estrategias es la ingestién de
probiéticos, la cual consiste en el consumo de microorganismos vivos que, después de
ingresar al intestino, pueden ejercer efectos beneficiosos para la salud del huésped al

mejorar su equilibrio microbiano intestinal (Hill et al., 2014). Los mas comunes son las
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cepas de lactobacilos y bifidobacterias, pero también se han usado ciertas cepas de

estreptococos, bacteroides y enterococos (Y. Lee & Salminen, 2008).

Los probiéticos eucariéticos como las levaduras han sido menos estudiados.
Saccharomyces boulardii, se ha identificado como candidato para este nhuevo enfoque
terapéutico debido a su uso actual en el tratamiento de trastornos gastrointestinales
(Hudson et al., 2016). Por ejemplo, diferentes estudios en roedores han demostrado que
la administraciéon de S. boulardii redujo significativamente la mortalidad a causa de
colitis provocada por Clostridium difficile, también disminuy0 la hipersecrecién de sales
y liquidos provocada por la inoculacion previa con la toxina del colera, mientras que en
el modelo de diarrea inducida por la bacteria Escherichia coli produjo un efecto inhibidor

importante en la hipersecrecion intestinal (Buts, 2005).

Otra tactica es el uso de prebiéticos especificos, ellos promueven una
colonizacién intestinal favorable y sus productos fermentados tienen propiedades
antiinflamatorias, ademas es probable que proporcionen una alternativa mas efectiva,
para una terapia a largo plazo, posiblemente mejor, para prevenir y tratar la disbiosis
(Tungland, 2018; West et al., 2015). Se ha demostrado en estudios que, ratones
obesos tratados con prebiéticos aumentaron selectivamente Bifidobacterium y
mostraron una disminucién en las concentraciones de lipopolisacéarido (LPS) y
citoquinas inflamatorias en la sangre, lo cual se asocié con mejoras en la funcion de la

barrera intestinal (Richards, Yap, McLeod, Mackay, & Marifio, 2016).

El uso de butirato como prebiético, ha demostrado resultados favorables para el
tratamiento de distintas enfermedades no transmisibles, inflamatorias y autoinmunes.
Este compuesto promueve la motilidad del colon, reduce la inflamacién, aumenta la

irrigacion visceral, induce la apoptosis e inhibe la progresion de las células tumorales,
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todas estas propiedades son beneficiosas en la prevencion del cancer colorrectal
(Richards et al., 2016). El butirato inhibe el crecimiento de células colonicas cancerosas,
pero no de colonocitos normales y, dependiendo de la concentracion, aumenta la
proliferacion de este Gltimo tipo de células (Rios-Covian et al., 2016). En pacientes con
colitis, el tratamiento experimental con enemas de butirato ha reducido los signos
clinicos de inflamacion e incluso ha conducido a la remisién en algunos casos (Richards

et al., 2016).

Las uniones ocluyentes son estructuras de proteinas que mantienen unidas las
células en la pared epitelial del intestino. Crean una barrera de impermeabilidad
impidiendo el libre flujo de sustancias entre células y a través de la barrera intestinal,
como particulas grandes que no han sido digeridas, por lo que brindan proteccién contra
la inflamacion o las reacciones alérgicas y, por lo tanto, mantienen la integridad

intestinal (Palital, 2015).

Se ha evaluado el efecto del butirato de sodio sobre la diarrea en relacion con la
cicatrizacién de heridas de la barrera intestinal en enterocitos porcinas, a las cuales se
les provocé una lesion. El butirato de sodio promovi6 significativamente el proceso de
curacion de heridas y mejoré significativamente la expresién de ARNm de la union
ocluyente de la mucosa intestinal. Esto sugiere que el proceso de curacidén de heridas
estimulado por butirato esta relacionada con el mantenimiento y la integridad de la

barrera intestinal (Ma et al., 2012).

Los prebidticos por si mismos podrian tener efectos estabilizadores en la barrera
intestinal. El butirato desempefia un papel particular para mantener la barrera intestinal,
como se muestra en la enfermedad inflamatoria intestinal, en la que el déficit de este

metabolito provoca lesiones en la union ocluyente y perjudica la permeabilidad
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intestinal. A su vez, los experimentos en un modelo de rata con colitis inducida
mostraron que el tratamiento con butirato conduce a una recuperacion en la resistencia
transepitelial, que se asocié con el mantenimiento de la integridad de la union ocluyente
y la inhibicion de la liberacion de TNF. En modelos celulares, el butirato disminuye la
translocacion bacteriana y modifica la expresion de las proteinas de union ocluyente
claudina-1 y claudina-2 en favor de una preservacion de la barrera. Por lo tanto, la
deficiencia de butirato puede tomarse como un indicador indirecto de la funcion de la

barrera intestinal alterada (Bischoff et al., 2014).

Justificacion del Problema

Los estilos de vida modernos y las dietas poco saludables promueven cambios en
la biodiversidad de la microbiota intestinal humana. Las alteraciones en la composicion
microbiana, conocidas como disbiosis, pueden alterar la permeabilidad intestinal, afectan
la inmunidad intestinal y estan asociadas a una amplia gama de afecciones patolégicas,
como la Ell, la obesidad y las enfermedades crdnicas no transmisibles (ECNT), incluidas
las enfermedades cardiovasculares, metabolicas, cancer y diabetes (Bischoff et al., 2014;

OMS, 2018; West et al., 2015).

Esto ha despertado el interés en buscar estrategias que mejoren el equilibrio
microbiano intestinal, como los prebidticos, que promueven una colonizacién intestinal
favorable y sus productos fermentados tienen propiedades antiinflamatorias (Tungland,
2018; West et al., 2015) También los microorganismo probidticos ejercen efectos
beneficiosos para la salud del huésped, pues estan relacionados con la
inmunomodulacion, la digestion y la eficiencia de utilizacién de nutrientes, la produccion
de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) y vitaminas esenciales, asi como la exclusion

competitiva de microorganismos patdgenos (Kim et al., 2019).
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Los AGCC son metabolitos microbianos producidos en el intestino grueso como
productos de fermentacién de componentes de alimentos que no se absorben ni se
digieren en el intestino delgado. Los principales productos son el acetato, propionato y
butirato, los cuales se encuentran en altas concentraciones en el tracto intestinal, desde
donde son captados por las células epiteliales intestinales (CEI) como fuente de ATP.
Ademas, estas moléculas actian como un enlace entre la microbiota y el sistema
inmunoldgico mediante la modulacion de diferentes aspectos del desarrollo, la
supervivencia y la funcion de las CEI (Corréa-Oliveira, Fachi, Vieira, Sato, & Vinolo,

2016; Rios-Covian et al., 2016).

De los AGCC producidos en el colon, el butirato es utilizado preferentemente por
la mucosa intestinal como fuente de energia. Este metabolito es considerado
beneficioso para la salud, pues ejerce una accion antiinflamatoria. Se ha demostrado en
ratas que, el butirato disminuye la translocacion de LPS, lo que conduce a la inhibicién
de la activacién de macréfagos y de la cascada inflamatoria. Ademas, parece ser el
regulador mas importante de las proteinas de las uniones ocluyentes y que mejora la
funcién de la barrera intestinal mediante el aumento de la expresion de dichas proteinas

(Louis & Flint, 2017; Morrison & Preston, 2016).

Ya que las enfermedades mencionadas estan relacionadas con cambios en las
poblaciones de microbiota o con la reduccion de la diversidad de la microbiota, estas
patologias se asocian con una funcién de barrera intestinal alterada y una mayor
permeabilidad del epitelio, asi como una mayor acumulacion de grasa e inflamacion

inducida por LPS (Bischoff et al., 2014).

Como se ha mencionado previamente, la aplicacion de butirato reduce todos

estos efectos, por lo que investigacion adicional debe efectuarse en modelos celulares
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humanos con los propdsitos de: evaluar microorganismos probiéticos, determinar si
moléculas como el butirato y otros AGCC desempefian un papel importante en el
mantenimiento e integridad de la mucosa intestinal y verificar si el favorecimiento del
equilibrio de la microbiota constituye una estrategia para prevenir y tratar las

enfermedades inflamatorias y las ECNT.

Objetivos del proyecto

Objetivo General

Evaluar el efecto que ejerce el butirato en la expresion de proteinas de las
uniones ocluyentes de células epiteliales intestinales y en la diferenciacion de monocitos

hacia macréfagos en un modelo in vitro de cultivo celular dual.

Objetivos especificos

¢ Determinar la expresion de genes de proteinas presentes en las uniones ocluyentes
de las células epiteliales intestinales (caco-2) tratadas con lipopolisacarido en
presencia 0 ausencia de butirato mediante reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (QPCR).

o Determinar la expresién de genes relacionados con la diferenciacion de monocitos

humanos (THP-1) tratados con lipopolisacarido mediante gPCR.

Marco tedrico

Microbiota intestinal

El colon esta habitado por una densa poblacién de microorganismos, que se
denominan colectivamente "microbiota intestinal". Esta tiene un papel principal en varios

procesos fisiolégicos como la absorcion de nutrientes y la regulacion metabdlica
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humana a través de sus interacciones simbiédticas con el huésped, lo cual es esencial
para el correcto funcionamiento del sistema inmunoldgico. La flora intestinal esta
encargada de modular procesos como el desarrollo de células inmunes, la produccién
de anticuerpos y péptidos antimicrobianos y es capaz de fermentar carbohidratos y
proteinas que no han sido absorbidos durante la digestién en el intestino delgado,
produciendo una amplia gama de metabolitos, incluidos los acidos grasos de cadena

corta (AGCC) (Corréa-Oliveira et al., 2016; Rios-Covian et al., 2016).

Barrera intestinal y permeabilidad intestinal

La barrera intestinal constituye una gran superficie mucosa encargada del
transporte vectorial de iones, nutrientes y otras sustancias. El elemento central es la
capa epitelial, que separa fisicamente el lumen y el medio interno. El lado extraepitelial
esta reforzado por péptidos antimicrobianos, slgA y la secrecién de mucinas formadoras
de moco, mientras que una variedad de células inmunes contribuye a la defensa de la
mucosa en el lado interno. La microbiota forma parte de este sistema debido a la
influencia mutua que se produce entre el huésped y los microorganismos luminales
(Bischoff et al., 2014; Sanchez de Medina, Romero-Calvo, Mascaraque, & Martinez-

Augustin, 2014).

Una barrera intestinal intacta protege al organismo humano contra la invasion de
microorganismos patdgenos o sus moléculas, como las toxinas, y cuando estos invaden
el cuerpo, responden rapidamente a ellos. Por otro lado, esta barrera debe estar abierta
para permitir la absorcién de liquidos y nutrientes esenciales. Esto se logra a través de
la "permeabilidad intestinal" que es la propiedad que permite el intercambio de soluto y

liquido entre el lumen y los tejidos. A la inversa, la funcion de barrera intestinal se refiere
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a la capacidad de la mucosa y los componentes de la barrera extracelular, de evitar este

intercambio (Bischoff et al., 2014; S. H. Lee, 2015).

El aumento de la permeabilidad implica la translocacion de bacterias y sus
componentes de la pared celular que desencadenan una cascada inflamatoria que se

ha relacionado con la obesidad y la resistencia a la insulina (Morrison & Preston, 2016).

Células epiteliales intestinales

La barrera intestinal, es decir, el epitelio, es una monocapa compuesta
principalmente por 4 tipos de células epiteliales intestinales (CEIl): enterocitos
absorbentes, células caliciformes, células Paneth y células enteroendocrinas. Todas
ellas son fuente de mucina y péptidos antimicrobianos que se secretan a la luz
intestinal, asi como mediadores inmunitarios, incluyendo citoquinas y quimiocinas, que
reclutan y regulan la diferenciacién y activacion de las células inmunitarias que
constituyen mecanismos importantes de defensa contra la infeccion (Corréa-Oliveira et

al., 2016; Sanchez de Medina et al., 2014).

Microvilli

Las microvilli o microvellosidades son prolongaciones digitiformes (en forma de
dedo) de células del epitelio como en el intestino, que permiten ampliar la superficie de
las mismas, y por lo tanto aumentar la superficie de intercambio de sustancias. se
encuentran en el dominio apical de la célula epitelial orientada hacia la superficie o luz
del conducto que reviste (Muller-Esterl, 2004). La microbiota intestinal puede
desempefiar un papel en el desarrollo del epitelio intestinal al aumentar la densidad de
los capilares de las vellosidades del intestino delgado e influir en la fisiologia y motilidad
intestinal, promoviendo la extraccion caldrica de la dieta (Boulangé, Neves, Chilloux,

Nicholson, & Dumas, 2016).
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Enfermedades relacionadas a la dishiosis

La disbiosis se define como un desequilibrio en la comunidad microbiana
intestinal, el cual podria deberse a la ganancia o pérdida de miembros de la comunidad
o cambios en la abundancia relativa de microbios (Said & Ghishan, 2018). Esto, sumado
al aumento de la permeabilidad intestinal y el deterioro de la inmunidad de la mucosa,
se ha vinculado como paso previo al inicio de enfermedades inflamatorias y de
autoinmunidad. Lo cual se debe posiblemente a la alteracién en la ecologia microbiana
y la disminucion de la produccién de acidos grasos de cadena corta. Una barrera
mucosa intestinal "permeable" respalda la degradacion de la tolerancia inmunoldgica y
conduce a enfermedades e inflamaciones intestinales, como la enfermedad celiaca,
alergias, asma, enfermedad renal crénica, enfermedad inflamatoria del intestino,
obesidad y enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT), como las enfermedades
cardiovasculares, metabdlicas, cancer y diabetes (Richards et al., 2016; West et al.,

2015).

Enfermedad intestinal inflamatoria

La enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) consiste en dos trastornos principales,
la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. Ambas enfermedades exhiben cambios
inflamatorios croénicos que consisten en una intensa infiltracion de macréfagos y
linfocitos con un gran nimero de células plasmaticas. En la colitis ulcerosa, los cambios
patolégicos incluyen inflamacién difusa con Ulceras de la mucosa. Mientras que en la
enfermedad de Crohn, el infiltrado inflamatorio frecuentemente forma granulomas y
puede extenderse a través de todas las capas de la pared intestinal (Fusunyan &

Sanderson, 1998).
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Enfermedades crdnicas no transmisibles

Las enfermedades inflamatorias cronicas no transmisibles (ECNT) tienen en
comun una inflamacioén subyacente de bajo grado. Estos incluyen las ECNT de inicio
temprano, como alergias, asma y algunas enfermedades autoinmunes, y las ECNT de
inicio mas tardio, que incluyen enfermedades cardiovasculares, enfermedades
metabdlicas y trastornos neurodegenerativos, que también parecen compartir factores
de riesgo ambientales comunes y variantes de riesgo genético. Si bien la inflamacién y
las vias de la enfermedad son multifactoriales, los patrones de colonizacion intestinal
asociados con la disminucion de la diversidad microbiana son un tema central y estan
cada vez mas implicados en la desregulacion fisiologica, inmunoldgica y metabdlica

observada en muchas de estas patologias (West et al., 2015).

Uniones ocluyentes o estrechas

Los organismos multicelulares estan separados del entorno externo por una
capa de células epiteliales cuya integridad se mantiene mediante complejos de union
intercelular compuestos de uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas,
mientras que las uniones de brecha proporcionan una comunicacién intercelular

(Schneeberger & Lynch, 2004).

Las uniones estrechas, también conocidas como uniones ocluyentes o zonulas
occludens (TJ, del inglés: Tight Junction,) son complejos de union multiproteinicos cuya
funcién general es regular el movimiento selectivo de solutos y agua transportados a

través del epitelio (Anderson & Van ltallie, 2009).
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Proteinas de las unién ocluyente

Se han identificado y caracterizado mas de 40 moléculas dentro de la union
ocluyente que consisten en proteinas transmembrana y citoplasmaticas. Las tres
principales proteinas transmembrana son ocludina, claudinas y moléculas de adhesion
de union (JAM). Estas se asocian con diferentes proteinas de la membrana periférica,
como la zona occludens-1, codificada por el gen ZO1 ubicada en el lado intracelular de
la membrana plasmética, que ancla las cadenas al componente de actina del

citoesqueleto (Anderson & Van Itallie, 2009).

Por su parte, ocludina es una proteina que en humanos esta codificada por el
gen OCLN. Es una proteina integral de membrana plasmatica que junto con el grupo de
claudinas, es el componente principal de las uniones estrechas y juega un papel critico
en el mantenimiento de las propiedades de barrera de una unién ocluyente (Ando-

Akatsuka et al., 1996).

Receptor de inmunoglobulina polimérico

El receptor de inmunoglobulina polimérico (plgR) es una proteina
transmembrana que se produce, entre otros, por las CEl y células epiteliales
bronquiales. En los humanos esté codificada por el gen PIGR. Es un receptor de Fc que
facilita la transcitosis (proceso de transporte de inmunoglobulinas poliméricas del lado
basolateral al apical) de las isoformas poliméricas solubles de la inmunoglobulina Ay
los complejos inmunes. Se encuentran principalmente en el revestimiento epitelial de las
superficies mucosas del tracto gastrointestinal. La expresion de plgR esta bajo la fuerte
regulacion de las citoquinas, hormonas y estimulos patégenos (Asano & Komiyama,

2011; Kaetzel, 2005).
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Lipopolisacarido

Los lipopolisacaridos (LPS), también denominados endotoxinas, se derivan de la
membrana celular externa de las bacterias Gram-negativas y estan conformadas por
una parte lipidica y cadenas caracteristicas de oligosacaridos y polisacaridos (Boulangé

et al., 2016; Cani et al., 2007).

ElI LPS enddgeno se produce continuamente en el intestino por la muerte de
bacterias Gram-negativas y se transloca fisiol6gicamente en capilares intestinales que
induce a la activacion sistémica de monocitos/macrofagos. El aumento de LPS
bacteriano desencadena una cascada proinflamatoria mediada por el receptor tipo Toll-
4 (TLR4) en células inmunes tales como monocitos, macrofagos y células de Kupffer.
Esto lleva a la activacion de vias de sefalizacion descendentes, como el factor nuclear
kappa B (NF-kB) y la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), que puede
conducir a una inflamacién provocada por citoquinas como el factor de necrosis tumoral
(TNF), interleuquina 1 (IL-1 B) e interleuquina 6 (IL-6). Las citoquinas proinflamatorias a
su vez activan una serie de eventos y procesos mediados por células, incluyendo la
activacion de células T helper CD4+ en el intestino. (Cani et al., 2007; Fusunyan &

Sanderson, 1998; Morrison & Preston, 2016).

El LPS sistémico se encuentran en bajas concentraciones en individuos sanos,
pero alcanzan altas concentraciones en personas con obesidad, una condicion llamada
endotoxemia metabdlica. Entre los mecanismos que vinculan la obesidad y la
endotoxemia metabdlica, se ha propuesto el consumo de una dieta alta en grasas, en la
gue se modifica la microbiota intestinal, Io que conduce al aumento de la permeabilidad
intestinal y de los niveles sistémicos de productos bacterianos como el LPS (Boulangé

et al., 2016).
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Diferenciacion de monocitos- macréfagos

A partir de una célula precursora de la linea mielocitica en la médula 6sea,
surgen los monocitos que circulan en la sangre y son reclutados en los tejidos, durante
procesos inflamatorias, alli maduran hasta convertirse en macrofagos (Abbas, 2015).
Los monocitos se diferencian en macréfagos inflamatorios (M1) y células dendriticas
(CD) en respuesta a la inflamacion o productos microbianos, como estimulos pro-Thl
(interferén-y), factor estimulante de colonias de macréfagos granulocitos (GM-CSF) o
LPS. En contraste, los monocitos se convierten en macréfagos antiinflamatorios (M2) en
respuesta a los estimulos antiinflamatorios pro-Th2 (IL-4, IL-10 y M-CSF). En el
microentorno de tumor, los monocitos estan influenciados por factores de crecimiento
derivados del tumor (M-CSF, IL-10, IL-6 y factor de crecimiento transformante  (TGF-

B)), que diferencia los monocitos hacia macréfagos M2 (Sdnchez-Martin et al., 2011).

Las sefiales microambientales, que operan a través del control de la expresiéon
génica mediante factores de transcripcién, dictan el proceso de diferenciacién terminal
de los monocitos. Las proteinas RUNX son factores heterodiméricos que juegan
papeles cruciales durante el desarrollo y la diferenciacion de las células del sistema
inmune. RUNX3 media la sefializacion de TGF-8 en células dendriticas (CD) y es
esencial para la generacion de células de Langerhans, por lo cual es un buen candidato

para regular la diferenciacion de monocitos (Puig-Kroger et al., 2010).

La molécula de adhesién intercelular 3 (ICAM3) se encuentra en la superficie de
la mayoria de los leucocitos y es altamente expresado en monocitos de sangre
periférica, neutréfilos, eosindfilos y linfocitos. Estecha y colaboradores (2012) han
observado que la expresion de ICAM-3 esta regulada negativamente en las primeras

etapas del proceso de diferenciacion in vitro de monocitos a macréfagos y en la
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transmigracion de monocitos a través de monocapas endoteliales. También han
demostrado que RUNX3 ejerce un efecto regulador negativo sobre la expresion de

ICAM-3 en células mieloides (Estecha et al., 2012).

De igual forma, el analisis de proteinas realizado por Sanchez-Martin y
colaboradores (2011), revel6 que los niveles de ICAM-3 disminuyeron con la
diferenciacién de macréfagos derivados de monocitos, la migracion transendotelial de
monocitos y la maduracion de CD, cambios que se correlacionan con un aumento de

RUNX3 (Sanchez-Martin et al., 2011).

Por otro lado, en macréfagos, la proteina fosfatasa 1A dependiente de
Mg?*/Mn?* (PPM1A), actGa como un punto de control tanto para la respuesta inmune
celular innata a las infecciones virales como a la infeccién con Mycobacterium
tuberculosis. Por lo que en estudios previos, Smith y colaboradores (2018), han
demostrado que PPM1A controla la diferenciacion de monocitos a macrofagos y actia
como un regulador de umbral para limitar la diferenciacion en macrofagos activados M1

en respuesta a GM-CSF (Smith et al., 2018).

El factor de necrosis tumoral, codificado por el gen TNF, es una proteina de
sefalizacion celular del grupo de las citocinas involucrada en la inflamacion sistémica.
Es un pirégeno endégeno que ademéas de inducir fiebre, provoca muerte celular
apoptética, inflamacién e inhibe la tumorigénesis y la replicacién viral y responde a la
sepsis a través de células productoras de IL1 e IL6. El TNF se produce principalmente
por macréfagos activados y es liberado en grandes cantidades en respuesta al LPS y

otros productos bacterianos (Olszewski et al., 2007).
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Acidos grasos de cadena corta

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son los principales metabolitos
producidos por las comunidades microbianas que colonizan el intestino de los
mamiferos, a través de la fermentacion anaerébica de hidratos de carbono no digeridos
en el colon (Bischoff et al., 2014; Louis & Flint, 2017). Tienen importantes impactos
sobre la fisiologia del huésped como fuentes de energia y como moduladores de
procesos celulares que incluyen quimiotaxis, expresion génica, diferenciacion,
proliferacion y apoptosis Ademas, actian como un enlace entre la microbiota y el
sistema inmunoldgico pues se han descubierto mecanismos mediante los cuales los
AGCC regulan el desarrollo de las células inmunitarias y suprimen la inflamacion
(Corréa-Oliveira et al., 2016; Louis & Flint, 2017; Richards et al., 2016). Finalmente
modifican la integridad de la barrera epitelial a través de la regulacion coordinada de las

proteinas de unién ocluyente (TJP) (Morrison & Preston, 2016).

Butirato

Los principales y mas estudiados AGCC son los acidos acético, propionico y
butirico, que tienen, respectivamente, dos, tres y cuatro carbonos en su estructura
guimica (Corréa-Oliveira et al., 2016). Entre ellos, el butirato desempefia un papel
particular para mantener la barrera intestinal mediante el aumento de la expresion de
las TJP. Este acido promueve la regulacion positiva de la transcripcion de la proteina de
unién estrecha Claudin-1, revierte la expresion de ZO-1 y disminuye la translocacién de
LPS, lo que conlleva a la inhibicién de la activacion de macréfagos, la produccion de
citoquinas proinflamatorias y la infiltracién de neutrofilos. Por lo tanto, el déficit de
butirato provoca lesiones en la unién estrecha y perjudica la permeabilidad intestinal

(Bischoff et al., 2014; Morrison & Preston, 2016; Ploger et al., 2012).
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Algunos de los efectos gastrointestinales del butirato tienen implicaciones
clinicas. Por ejemplo, en el tejido intestinal normal, el butirato induce la proliferacién
epitelial pero disminuye la proliferacion celular, aumenta la apoptosis y estimula la
diferenciacion celular en las células de cancer de colon, lo que puede minimizar la
incidencia y la progresion del cancer de colon. También estimula la absorcién de NaCl
en el colon distal de la rata e inhibe la accién prosecretora de varios secretagogos
generadores de AMPc, lo que puede ser beneficioso en el tratamiento de trastornos
diarreicos. Finalmente, puede mejorar la funcién de barrera de los epitelios
gastrointestinales y, por lo tanto, mejorar los trastornos diarreicos que se presentan por
una falla de la barrera, por ejemplo, la enfermedad inflamatoria intestinal (Ploger et al.,

2012).

Sistema de cultivo celular dual

El sistema de cultivo celular dual utiliza insertos Transwell que utiliza una
camara de plastico hueca, sellada en un extremo con una membrana porosa de 0,4 um.
Esta cAmara esta suspendida sobre un pozo mas grande que contiene medio de cultivo.
Las células se colocan dentro de la cAmara y estan en contacto a través de la
membrana con los monocitos que se encuentran en el pozo mas grande. Esto ha
proporcionado los medios para estudiar muchos procesos celulares epiteliales, incluidas
las interacciones con otros tipos de células, las interacciones con los microbios, la

absorcion de farmacos y el transporte intracelular (Said & Ghishan, 2018).
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Figura 1

Esquema de sistema de cultivo dual
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Nota: llustracion creada en el Software BioRender por A. Benavides, 2020.
Linea celular Cancer coli-2 (Caco-2)

La linea celular Caco-2 es una linea continua de células heterogéneas humanas
epiteliales colorrectales de adenocarcinoma, desarrollado en el Sloan-Kettering Institute
for Cancer Research por Dr. Jorgen Fogh. Aunque se derivan de un carcinoma de
colon, cuando se cultivan en condiciones especificas, las células se diferencian y
polarizan de manera que su fenotipo, morfolégica y funcionalmente, se asemeja a los
enterocitos que recubren el intestino delgado. Estas células expresan uniones
ocluyentes, microvellosidades y una serie de enzimas y transportadores que son
caracteristicos de los enterocitos: peptidasas, esterasas, glicoproteina P,
transportadores de captacion de aminodcidos, acidos biliares y acidos carboxilicos

(Hidalgo, Raub, & Borchardt, 1989).

Linea celular THP-1

La linea THP-1 es una linea celular monocitica humana derivada de la sangre

periférica de un paciente con leucemia monocitica aguda. En general, exhiben una
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morfologia grande, redonda y unicelular. Presentan produccion de IL-1y polarizacion en
el fenotipo M1 mediante incubacion con IFN-y y LPS, o con el fenotipo M2 mediante
incubacioén con IL-1 e IL-4 (Genin, Clement, Fattaccioli, Raes, & Michiels, 2015;

Tsuchiya et al., 1980).

PCR en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (del inglés, gPCR) o PCR
en tiempo real es una técnica sensible con capacidad para detectar y medir cantidades
minimas de acidos nucleicos en una amplia gama de muestras de numerosas fuentes, a

medida que ocurre la amplificacion (Bustin et al., 2009).

Durante la qPCR, el &cido nucleico amplificado se marca con fluorescencia y la
cantidad de fluorescencia liberada durante la amplificacion es directamente proporcional
a la cantidad de ADN amplificado. Cuanto mayor sea el niumero inicial de moléculas de
ADN en la muestra, mas rapido aumentara la fluorescencia durante los ciclos de PCR.
El ciclo en el que se puede detectar la fluorescencia se denomina ciclo de cuantificacion
(Ct) y es el resultado basico de qPCR: valores de Ct mas bajos significan numeros de

copia iniciales mas altos del &cido nucleico de interés (Cepin, 2017).

La PCR cuantitativa con retrotranscripcion (RT-qgPCR) convierte un transcrito de
ARN en una plantilla de ADN complementeario antes de la amplificacién. RT-qPCR
puede hacerse en uno o dos pasos. El método de un paso ahorra tiempo y se requiere
de un solo mix de reaccién pues la transcripcién inversa y amplificacion ocurren en un
mismo tubo. En el proceso de dos pasos, la reaccion de transcripcion inversa se realiza
primero, y luego sus productos se usan en una reaccion de amplificacion separada. El
ADNCc producido durante la reaccién de transcripcion inversa se puede guardar para su

uso posterior (Schweitzer, 2014).
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Clasificacion quimica o reporteros

Hay dos tipos comunes de quimicas o de indicadores de fluorescencia, las
moléculas que se unen al ADN bicatenario y las sondas o cebadores marcados. El
agente mas comun gue se une al ADN bicatenario producido como resultado de la
amplificacion por PCR es SYBR Green |, por lo que el resultado es un aumento en la
intensidad de fluorescencia. Por otro lado, las quimicas basadas en sondas se
sustentan en un mecanismo de reportero-quencher. Una sonda especifica de secuencia
gue estd marcada con un indicador fluorescente y una molécula de desactivacion se
unen al templado. La sefial fluorescente no se detecta hasta que la sonda se degrada
durante la amplificaciéon del templado. También se necesitan cebadores, como las
sondas TagMan, las cuales hacen que la reaccién sea mas especifica (Schweitzer,

2014).

Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa se basa en la comparacion entre el nivel de expresion
del gen a estudiar versus un gen control, llamado normalizador, que se selecciona por
su expresién casi constante (Vandesompele et al., 2002). Determina el cambio en la
expresion de una secuencia de acido nucleico objetivo en una muestra en relacién con
la misma secuencia en una muestra de calibrador, que puede ser un control no tratado
0 una muestra en el tiempo cero en un estudio de curso de tiempo (Livak & Schmittgen,

2001).

Genes de referencia

Los genes de referencia suelen denominarse, en inglés, house-keeping genes, o genes
enddgenos ya que estan involucrados en funciones basicas en la supervivencia celular,

por lo que se expresan de manera constitutiva (Vandesompele et al., 2002). El gen de
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referencia consiste en una secuencia genética contenida en una muestra que se utiliza
para normalizar cantidades objetivo. Ademas de la secuencia objetivo, un control
enddgeno se cuantifica como un medio para corregir los resultados que pueden
sesgarse por las diferencias de carga de acido nucleico de entrada (Livak & Schmittgen,

2001).

Los genes normalizadores mas comunmente utilizados son los que codifican las
proteinas tubulina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, albdimina, ciclofilina, ARN

ribosomales, etc (M. Pfaffl, Tichopad, Prgomet, & Neuvians, 2004).

Gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

El gen GAPDH produce una Unica transcripcion de ARNm sin variantes de
empalme conocidas, codifica una enzima de ~ 37kDa que cataliza el sexto paso de la
glucdlisis, la oxidacion y fosforilacion del gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato.
Ademas, se ha visto implicada en varios procesos no metabélicos, incluida la activacion
de la transcripcion, el inicio de la apoptosis. A menudo este gen se expresa de manera
estable y constitutiva a altos niveles en la mayoria de los tejidos y células, por lo que se
lo considera un gen de referencia y es usado frecuentemente como control para qPCR

(Tarze et al., 2007).

Gen hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1)

El gen HPRTL1 codifica la enzima que cataliza la conversién de hipoxantina en
monofosfato de inosina y de guanina en monofosfato de guanosina. Esta reaccién
transfiere el grupo 5-fosforibosilo del 5-fosforibosil 1-pirofosfato (PRPP) a la purina. El
gen HPRT1 se conserva de bacterias a humanos y es un marcador genético de uso
frecuente en las células eucariotas (Duan, Nilsson, & Lambert, 2004). La enzima HPRT1

permite a las células reciclar purinas. La fabricacion de purinas usa mas energia y lleva
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mas tiempo que reciclarlas, lo que hace que el reciclaje de estas moléculas sea mas
eficiente. Reciclar purinas asegura que las células tengan un suministro abundante de

bloques de construccion para la produccion de ADN y ARN (NCBI, 2017).

Hipotesis

El butirato estimula la diferenciacion de las células epiteliales intestinales,

aumentando la expresion de proteinas presentes en las uniones ocluyentes.

El butirato contrarresta el aumento de permeabilidad de las células epiteliales
estimuladas con lipopolisacéarido inhibiendo la diferenciacion de monocitos

subepiteliales hacia macrofagos.
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Capitulo 2: Materiales Y Métodos

Modelo de cultivo celular dual

El Centro de Investigacién Biomédica — CENBIO, de la Universidad UTE,
proporciond el sistema de cultivo dual que simula la estructura y funcionalidad del
epitelio gastrointestinal. Este consiste en una monocapa de la linea celular humana
procedente de adenocarcinoma colorrectal epitelial humano, cancer coli-2 (Caco-2),
cultivadas en insertos transwell de poliestireno de 24 pocillos (0.4pum poro membrana),

sobre la linea celular de monocitos humanos THP-1 (Figura 1).

Inicialmente, ambas lineas celulares fueron cultivadas por separado. La células
caco-2 fueron cultivadas en medio MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) sobre las membranas de los insertos transwell. La linea celular THP-1 fue
cultivada en medio RPMI-146 en la placa de 24 pocillos, los 12 horas antes de la
exposicion al tratamiento en el sistema dual. A partir del cuarto dia, las células caco-2
fueron tratadas con 1.5 mM de butirato de sodio. Posteriormente, se empled el sistema
de cultivo celular dual, al cual se agregaron 450 ng/mL de LPS por 24h en los dias 7, 14
y 21 del cultivo. Se incluyeron dos repeticiones técnicas por cada tratamiento y dos
repeticiones biologicas, ademas se incluyeron controles negativos de células sin

exposicion al butirato de sodio y al LPS (Figura 2).
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Figura 2

Distribucion de los tratamientos para las células en el cultivo dual
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Nota: Células expuestas a (fila A) butirato de sodio y LPS; (fila B) butirato de sodio;
(fila C) LPS; (fila D) sin exposicion. Las células fueron tratadas con LPS (columnas 1y

2) en el dia 7 de iniciado el cultivo; (columnas 3y 4) dia 14; (columnas 5y 6) dia 21.

Extraccion de ARN

Extraccion y purificacion de ARN de células caco-2

Se realiz6 la extraccion de ARN de células caco-2 en los dias 8, 15y 22 de
iniciado el cultivo, mediante el protocolo del kit PureLink® RNA Mini kit de Ambion y la
purificacién mediante el kit PureLink® DNase del mismo fabricante. Durante todo el
procedimiento se utilizé6 material estéril y libre de RNasas para evitar la degradacién del

ARN.

Se removié el medio de cultivo de las células caco-2. Los pasos que se
describen a continuacién se realizaron a temperatura ambiente, incluyendo las

centrifugaciones e incubaciones. Se afadieron 600 pL de Buffer de Lisis preparado con



43

1% de 2-mercaptoetanol y se agité mediante vOrtex a alta velocidad hasta que el
sedimento celular se dispers6 completamente. Para homogenizar se pasé el lisado 10
veces a través de una aguja de calibre 18-21 conectada a una jeringa. Se afiadieron
600 uL de etanol (70 %), se homogenizé completamente mediante vortex y se transfirio
el contenido a la columna. Se centrifug6 a 12 000 rcf durante 15 segundos, se descarto

el sobrenadante y se reinserté la columna en el tubo colector.

Para la purificacion se prepararon 80 uL de solucion de PureLink® DNase por
muestra. Para ello, en un microtubo se mezclaron 8 pL de Buffer de Reaccién | DNasa,

10 pL de DNase resuspendida y 62 pL de Agua libre de RNasas.

Se afadieron 350 uL de Buffer de Lavado | a la columna, se centrifugd a 12 000
rcf durante 15 segundos, se descartaron el sobrenadante y el tubo colector y se
transfirié la columna a un tubo colector estéril. Se afiadieron 80 pL de la mezcla de
PureLink® DNase directamente sobre la superficie de la membrana de la columnay se
incubd por 15 minutos. Se repitié el paso con el Buffer de Lavado |. Posteriormente, se
afiadieron 500 uL de Buffer de Lavado Il y se centrifugd a las condiciones establecidas,
se elimind el sobrenadante y se reinserto la columna en el tubo colector. Se repiti6 el
paso con el Buffer de Lavado Il. Para secar la membrana, se centrifugé por 2 minutos a
las condiciones establecidas, se descarté el tubo colector y se insertd la columna en un
tubo de recuperacion. Finalmente, se afiadieron 50 uL de agua libre de RNasas y se
incubd el tubo durante 1 minuto. Se centrifugd a 12 000 rcf por 2 minutos. Se procedi6 a

realizar la cuantificacion y evaluacion de la integridad del ARN extraido.

Extraccion y purificacién de ARN de células THP-1

Se realizé la extraccion y purificacion de ARN de células THP-1 en los dias 8, 15

y 22 de iniciado el cultivo, mediante los kits de Ambion mencionados anteriormente y
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bajo los mismo procedimientos, excepto por una modificacién inicial. Al tratarse de
células en suspension, se transfirieron las células THP-1 a un tubo libre de RNasas, se
centrifugd a 2000 rcf por 5 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante. Se afiadieron
600 L de Buffer de Lisis preparado con 2-mercaptoetanol y se homogenizé mediante
vortex. Se centrifugd a 12 000 rcf durante 2 minutos, y se transfirié el sobrenadante a un
nuevo tubo. Se afadieron 600 L de etanol (70 %), se homogenizé completamente
mediante vortex y se transfirié el contenido a la columna. Se centrifug6 a 12 000 rcf
durante 15 segundos, se descart6 el sobrenadante y se reinsert6 la columna en el tubo

colector.

Los procedimientos subsiguientes de purificacién y lavados con buffers hasta la
resuspension del RNA en agua libre de RNasas, se realizaron con la misma

metodologia descrita para la extraccion de RNA de células caco-2.

Cuantificacion del ARN extraido

La cuantificacion del ARN extraido y la determinacion de su pureza se realizaron
en el equipo Cytation 5. Previo a la medicién se aplicé el protocolo descrito en el Anexo
1. A continuacién, se coloc6 2 pL de la muestra en dupletas y se procedié a la medicion.
Se determinaron los valores de las relaciones 260/280 y 260/230, las cuales permiten
evaluar la pureza biolégica y quimica, respectivamente. Se comprobd que dichos
valores se encuentren en los rangos éptimos que sonde 1.8a2y 1.8a2.2,

respectivamente.

Evaluacion de la integridad del ARN

Se evalud la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa al

1%. La condiciones para la corrida electroforética fueron a 100 voltios (V) y 300
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miliamperios (mA) por 60 minutos. Mediante un transiluminador de luz UV, se

observaron las bandas correspondientes a las subunidades ribosdmicas, 28S 'y 18S.

Secuencias de primers para los genes de interés

Las secuencias de primers para los genes target y genes de referencia fueron
obtenidas mediante revision bibliogréfica. Asi, las secuencias de primers para ZO1ly
OCLN se obtuvieron de los estudios realizados por Park et al. (2015), mientras que las
secuencias de ICAM3, RUNX3, TNF, GAPDH, HPRT1 y ACTB se obtuvieron de los
estudios realizados por Jin et al. (2018), Li et al. (2016), Jin et al. (2014), Sanchez-

Martin et al. (2011), Monsuur et al. (2018) y Li Yan et al. (2011), respectivamente.

Las secuencias de primers para PIGR fueron obtenidas de la base de datos

publica PrimerBank, cuyo nimero de identificacion de primers es 239915993c2.

Las secuencias de primers para PPM1A fueron disefiados mediante el programa
bioinformatico Primer BLAST. Con dicho programa, también se verificd que las
secuencias de los primers hibriden Unicamente con las secuencias respectivas de los
genes en estudio, que fueron obtenidas de la base de datos del Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés).

Estandarizacion de los sistemas de RT-PCR convencional

Se realizaron ensayos de RT-PCR convencional a fin de determinar las
condiciones Optimas (temperatura de hibridacién o annealing y programacion del
termociclador) de amplificacion de los genes de interés para la estandarizacion de los
sistemas de RT-gPCR. Para estos ensayos se utiliz6 el kit SuperScript Ill One-Step RT-

PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen), ARN de células caco-2 y
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THP-1 (sin tramiento) y primers especificos tanto para los genes target como para los

genes de referencia.

En la estandarizacion de los sistemas de RT-PCR para los genes de interés se
modifico el protocolo recomendado por el fabricante y se optimizo el volumen final de
reaccion a 12.5 pL. Se realizaron dupletas del control positivo y se incluyeron dos
controles negativos. Con el objetivo de comprobar que no exista contaminacién en los
reactivos o en la cabina de flujo laminar, en el primer control negativo se afiadié agua
DEPC en lugar de ARN. Por otro lado, para descartar que las muestras de ARN no
estan contaminadas con ADN, en el segundo control negativo se afiadi6 GoTaq Hot
Start Polimerase (Promega) en lugar del mix enzimatico proporcionado por el kit. Los
componentes, concentraciones y voliumenes utilizados en la estandarizacion de los

sistemas de RT-PCR para los diferentes genes se muestran en la Tabla 1.

Adicionalmente, mediante un programa de RT-PCR con gradiente de
temperatura, se determiné la temperatura de annealing 6ptima para cada sistema, a fin
de evitar la obtencién de productos no especificos. La programacion del termociclador

gue se utilizé para los diferentes genes se describe en la Tabla 2.

Tabla 1

Master Mix de reaccion para los ensayos de RT-PCR convencional

Componente stock Cina  1X(HL)  4X(WL)
Mix de reaccion 2X 2X 1X 6.25 25
Primer Forward 10 uM 0.2 yM 0.25 1
Primer Reverse 10 uM 0.2 yM 0.25 1
SuperScript Il RT/ Platinum Taq Mix* 0.50 ---

Taq Polimerasa Platinum*
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Componente C.ock Ciinal 1X (uL)  4X (uL)
ARN* 5ng/uL 1 ng/pL 2.50
Agua DEPC -- - 2.75 11
Volumen Total (uL) 12.5 38

Nota: *Componentes no afiadidos al Master Mix. A partir del Master Mix se ensamblaron
los controles positivos y negativos. Para las dupletas del control positivo, se afiadié el
mix enzimatico (SuperScript lll RT/ Platinum Tag Mix) y ARN; para el primer control
negativo se afiadié el mix de enzimas y agua DEPC en lugar de ARN; y para el segundo
control negativo, se afiadi6 GoTag Hot Start Polimerase en lugar del mix enzimatico y

ARN.

Tabla 2

Programacion del termociclador para los ensayos de RT-PCR

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos

Sintesis de ADNc 55°C 15 min 1

Denaturacion inicial 94°C 2 min 1
Denaturacion 94°C 15s

Annealing A 30s 35
Extensién 68°C 30s
Extension final 68°C 5 min
Espera 4°C 5 min

Nota: A = rango de temperatura entre 57°C hasta 63°C para todos los sistemas

Estandarizacion los sistemas de PCR en tiempo real

Estandarizacion de RT-gPCR en la linea celular caco-2

Se realiz6 la estandarizacién de los sistemas de RT-qPCR para los genes target
(201, OCLN, PIGR y TNF) y para el gen de referencia GAPDH. Para estos ensayos se

utilizé el kit Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step Kit de Applied Biosystems, ARN
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de células caco-2, primers especificos para cada gen y el equipo QuantStudio™ 3 Real-

Time PCR System de Applied Biosystems.

Se prepararon las reacciones a un volumen final de 20 uL siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se realizaron dupletas del control positivo y se incluyo
un control negativo sin ARN. Los componentes, concentraciones y voliumenes utilizados
en la estandarizacion de los sistemas de RT-gPCR para los genes ZO1, OCLN, PIGR,

TNF y GAPDH se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Master Mix de reaccion para los ensayos de RT-gPCR con Power SYBR Green RNA-to-

CT™ 1-Step Kit

Componente stock i IX(UL)  3X (uL)
Power SYBR® Green RT-PCR Mix 2X 1X 5 15
Primer Forward 10 uM 0.4 uM 0.4 1.2
Primer Reverse 10 uM 0.4 uM 0.4 1.2
RT Enzyme Mix 125X 1X 0.08 0.24
ARN* 20 ng/uL 2 ng/uL 1
Agua DEPC - -- 3.12 9.36
Volumen Total (uL) 20 27

Nota: *Componentes no afadidos al Master Mix. A partir del Master Mix se ensamblaron
los controles positivos afiadiendo ARN y los controles negativos afiadiendo agua DEPC

hasta alcanzar el volumen final de reaccion (10 pL).

Para la programacion de RT-PCR, fue afiadida una etapa para realizar el analisis
de las curvas de melting (curvas de disociacion) de los productos amplificados, con el
fin de detectar productos inespecificos. La programacion del termociclador en el equipo

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System se muestra en la Tabla 4.



Tabla 4

Programacion del QuantStudio™ 3 para los ensayos RT-qPCR
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Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Sintesis de ADNc 48°C 30 min 1
Denaturacion inicial 95°C 10 min 1
Denaturacion 95°C 15s
Annealing A 30s 35
Extension 60°C 30s
Denaturacion 95°C 15s
Annealing 60°C 1 min Fase de Disociacion
Denaturacion 95°C 15s (Curvas de Melting)
Annealing 60°C 15s

Nota: A = 60°C para los genes OCLN, PIGR y GAPDH; mientras que 50°C para ZO1

Estandarizacion de gPCR en la linea celular THP-1

Sintesis de ADNc a partir de ARN de células THP-1. Se realiz6 la

estandarizacion de los sistemas de RT-gPCR para los genes target (ICAM3, PPM1A,

RUNX3 y TNF) y para el gen de referencia HPRT1 en dos pasos. Para ello se realiz6 la

sintesis de ADNc con el kit Transcriptor First Strand ADNc Synthesis Kit de Roche, ARN

de células THP-1 y primers anchored-oligo(dT)18 del mismo kit. Se prepararon las

reacciones a un volumen final de 20 pL siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Los componentes, concentraciones y volimenes utilizados para la sintesis de ADNc a

partir de ARN de células THP-1 se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5

Master Mix de reaccion para la sintesis de ADNc

Componente Ceock Ciina 1X (L)
ARN 50 20 8
Primer Oligo (dT)18 (vial 5) 50 uM 2.5 uM 2
Agua grado PCR (vial 7) -- - 3
Transcriptor Reverse Transcriptase
Rerz)action Buffer (vial 2) ’ oX X 4
Componente Ceiou C 1X (uL)
Protector RNase Inhibitor (vial 3) 40 U/uL 20U 0.5
Deoxynucleotide Mix (vial 4) 10 mM 1 mM 2
Transcriptor Reverse Transcriptase (vial 1) 20 U/uL 10U 0.5
Volumen Total (uL) 20

La programacion del termociclador para la sintesis de ADNc se aplicé segun las

recomendaciones del fabricante y se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6

Programacion del termociclador para la sintesis de ADNc

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion 65°C 10 min 1
Sintesis de ADNc 50°C 60 min 1
Inactivacién 85°C 5 min 1

Ensayos de gPCR a partir de ADNc de células THP-1. Se realiz6 la
estandarizacion de los sistemas de qPCR para los genes target (ICAM3, PPM1A, RUNX3
y TNF) y para el gen de referencia HPRT1. Para estos ensayos se utilizé el kit PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix de Applied Biosystems, ADNc de células THP-1, primers

especificos para cada gen y el equipo LightCycler® 96 Instrument de Roche Life Science.
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Se prepararon las reacciones a un volumen final de 20 pL siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se realizaron dupletas del control positivo y se incluyo
un control negativo sin ARN. Los componentes, concentraciones y voliumenes utilizados
en la estandarizacion de los sistemas de gPCR para los genes ICAM3, PPM1A,

RUNX3, TNF y HPRT1 se muestran en la Tabla 7.

Tabla7

Master Mix de reaccion para los ensayos de qPCR con PowerUp™ SYBR Green

Componente Coock Chna  IX(uL)  3X(uL)
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 2X 1X 10 30
Primer Forward 10 uM 0.4 uM 0.8 2.4
Primer Reverse 10 uM 0.4 uM 0.8 2.4
ADNc* 20 ng/uL 2 ng/uL 2
Agua DEPC - - 6.4 19.2
Volumen Total (pL) 20 54

Nota: *Componentes no afiadidos al Master Mix. A partir del Master Mix se ensamblaron
los controles positivos afiadiendo ADNc y los controles negativos afiadiendo agua

DEPC hasta alcanzar el volumen final de reaccién (20 uL).

Para la programacion de gPCR, fue afiadida una etapa para realizar el analisis
de las curvas de melting (curvas de disociacion) de los productos amplificados, con el
fin de detectar productos inespecificos. La programacion del termociclador en el equipo

LightCycler® 96 Instrument se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8

Programacion del LightCycler® 96 Instrument para los ensayos qPCR

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos

Activacion UDG 50°C 2 min 1
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Activacion enzima 95°C 2 min 1
Denaturacion 95°C 15s
Annealing 60°C 15s 40
Extensién 72°C 1 min
Denaturacion 95°C 15s
Annealing 60°C 1 min Fase de Disociacion
Denaturacion 95°C 15s (Curvas de Melting)
Annealing 60°C 15s

Estabilidad de genes de referencia

Los genes de referencia candidatos fueron: hipoxantina fosforribosiltransferasa 1
(HPRT1), beta actina (ACTB) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Para
esta etapa, se realizé la extraccion de ARN de células caco-2 y THP-1. Las células
fueron tratadas previamente con LPS en presencia o ausencia de butirato. Se realizaron
los respectivos ensayos de RT-qPCR para ambas lineas celulares con los tres genes de
referencia candidatos. A partir de los resultados obtenidos (valores de Ct), se utilizé el

software NormFinder para identificar el gen de normalizacion optimo.

Sensibilidad analitica y eficiencia de amplificacién

Sensibilidad analitica de sistemas en la linea celular caco-2

Se realizaron ensayos de sensibilidad analitica con el fin de determinar el limite
inferior de deteccién de ARN de cada uno de los sistemas de células caco-2. Se
realizaron diluciones seriadas 1:10 empezando con una concentracion inicial de ARN de
50 ng/uL. Para esto, se colocaron 9 uL de agua DEPC en microtubos estériles y se
afiadio 1 pL de la solucién de ARN (50 ng/pL). Se homogenizo6 la solucion y se repitio
dicho proceso afadiendo 1 L de la dilucion de ARN que le precedia hasta alcanzar

concentraciones de 0.5 pg/uL, para todos los sistemas. En la Figura 3, se muestra el
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procedimiento empleado para la preparacion de las soluciones de ARN a las diferentes

concentraciones requeridas.

Figura 3

Diluciones seriadas de acido nucleico para los ensayos de sensibilidad analitica

1T uL 1L 1L 1L 1L

50 ng/pL 5ng/pL 0,5ng/pLl 50 pg/puL 5 pg/pL 0.5 pg/pL
10 10 107 10 107

Nota: Se realizaron diluciones con concentraciones desde 50 ng/uL hasta 0.5 pg/uL en

proporciones 1:10

Posteriormente, se realizaron ensayos de qPCR para cada uno de los sistemas
previamente estandarizados. Se realizaron dupletas de los controles positivos con las

diluciones de ARN y se incluy6 un control negativo sin ARN por cada ensayo.

Sensibilidad analitica de sistemas en la linea celular THP-1

Se realizé el ensayo de sensibilidad analitica con el mismo procedimiento de
dilucién del apartado anterior. En este caso se utiliz6 ADNc de células THP-1
sintetizado previamente. Para los sistemas ICAM3 y PPM1A se realizaron diluciones
con concentraciones desde 50 ng/uL hasta 0.5 pg/uL en proporciones 1:10, mientras
gue para los sistemas RUNX3 y TNF se partié de 78 ng/uL hasta 0.125 ng/uL en

proporciones 1:5; y finalmente para HPRT1, partiendo de 78 ng/uL hasta 0.3 ng/uL en
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proporciones 1:4. Se realizaron los ensayos de gPCR correspondientes previamente
estandarizados. Para todos los sistemas, se realizaron dupletas de los controles

positivos con las diluciones de ADNc y un control negativo sin ADNc por cada ensayo.

Eficiencia de amplificacion

Se utilizo6 el software del equipo LightCycler® 96 Instrument para obtener la
gréafica de la curva estandar para cada sistema, a partir de los resultados de Ct
obtenidos en los ensayos de sensibilidad analitica. Ademas, dicho software determina
los valores de la pendiente de la recta, la eficiencia de amplificacion (EA) y el coeficiente
de determinacion (R?). El porcentaje de eficiencia de amplificacion (PEA) se calcul6

mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. PEA (%) = (EA—1)x 100

Cultivo de células caco-2 y exposicién a los tratamientos

La linea celular caco-2 fue cultivada en medio MEM suplementado con 10% de
SFB vy a partir del cuarto dia de cultivo fueron tratadas con 1.5 mM de butirato de sodio.
En los dias 7, 14y 21, en el sistema dual, fueron tratadas desde su lado apical con 450
ng/mL de LPS por 24 h. Los tratamientos a los que estuvieron expuestas las células
fueron con: (a) butirato de sodio y LPS, (b) butirato de sodio, (c) LPS y (d) sin

tratamiento.
Extraccion, purificacion, cuantificacion y evaluaciéon de la integridad del ARN
extraido de células caco-2 expuestas a los tratamientos

En los dias 8, 15 y 22 del cultivo, es decir 24 horas después de la exposicion al

LPS, se extrajo ARN de células caco-2 tratadas con butirato de sodio. Para ello se utilizé
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el kit PureLink® RNA Mini Kit, y se purifico con el kit PureLink® DNase. Posteriormente

se cuantifico y se evalud la integridad del ARN.

Evaluacion de los niveles de expresién de ICAM3, PPM1A, RUNX3 y TNF en células

THP-1 expuestas a butirato y a lipopolisacéarido

Para evaluar de manera indirecta la exposicion de las células intestinales, tanto
al LPS como al butirato, se determiné la diferenciacion de monocitos subepiteliales
(THP-1) en macrofagos, mediante la cuantificacion de aquellos que se encontraron
adheridos a la placa de cultivo. Para ello, se evalud la expresion de las proteinas: (i)
molécula de adhesion intercelular 3 (ICAM3), (ii) proteina fosfatasa 1A dependiente de
Mg2*/Mn?* (PPM1A), (iii) factor de transcripcion relacionado a Runt 3 (RUNX3) y (iv)

factor de necrosis tumoral (TNF).

Cultivo de células THP-1y exposicion alos tratamientos

La linea celular THP-1 fue cultivada en medio RPMI-146. Posteriormente, se
empled el sistema de cultivo celular dual con el uso de los insertos transwell. Mientras
en la parte superior, sobre la membrana porosa se cultivaron células caco-2, los
monocitos indiferenciados fueron colocados en el lado laterobasal del epitelio, es decir
por debajo de la membrana del inserto transwell. Los tratamientos a los que fueron

expuestas las células en el cultivo dual fueron los mismos descritos previamente.

Extraccion, purificacion, cuantificacion y evaluacion de la integridad del ARN

extraido de células THP-1 expuestas a los tratamientos

De esta linea celular se realiz6 la extraccion del ARN en los dias 8, 15y 22 de
cultivo, también se realiz6 la purificacion y cuantificacion de ARN, y del cual se evalué

su integridad, mediante los protocolos descritos anteriormente.
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Ensayos de gPCR con SYBR® Green

Se realizaron los ensayos de qPCR para la amplificacién de los genes target
(ICAM3, PPM1A, RUNX3 y TNF) y del gen de referencia (HPRT1). Para ello, se utilizé
el kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix de Applied Biosystems, ADNc de células
THP-1 expuestas a LPS en presencia o ausencia de butirato, y el equipo LightCycler®
96 Instrument de Roche Life Science. La placa cuenta con 96 pocillos por lo que se
disefi6 cada ensayo de la siguiente manera, se incluyeron dos repeticiones de cada
tratamiento, en dupletas y un control negativo (sin ADNc) para cada sistema como se

muestra en la Figura 4 a continuacion.

Figura 4
Disefio de placa de los ensayos de qPCR con ADNc de células THP-1 cultivadas en el

sistema dual en presencia y ausencia de butirato
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Se utilizé una placa para las muestras de cada dia de cultivo en el que fueron
expuestos a los tratamientos, es decir, una placa para las muestras del dia 7, otra para
el dia 14 y una tercera para el dia 21. Estos ensayos se realizaron segun el
procedimiento y condiciones descritas previamente en la metodologia para la
estandarizacion, con la variacion de que la concentracion final de ADNc por reaccién fue

de 4 ng/uL.

Anélisis estadistico y expresion génica de ICAM3, PPM1A, RUNX3y TNF

Se realiz6 el andlisis descriptivo de los valores de Ct obtenidos en los ensayos
de gPCR mediante el programa GraphPad en donde se obtuvo el valor del coeficiente

de variacién para determinar la variabilidad intraensayo.

El nivel de expresion de los genes ICAM3, PPM1A, RUNX3 y TNF en células
THP-1 expuestas a los diferentes tratamientos fue determinado mediante el modelo
matematico elaborado por Pfaffl (2001). Para el analisis, se tomé como gen de
referencia a HPRT1, muestras de ADNc de células THP-1 no tratadas como calibrador y
el valor de la eficiencia de amplificacién (EA) de cada gen. Los radios de expresién de

los genes target fueron calculados mediante las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 2.

ACtgen target (calibrador—muestra) = (Ctgen target)calibrador - (Ctgen target)muesu'a

Ecuacion 3.

ACtgen ref (calibrador—muestra) = (Ctgen ref)calibrador - (Ctgen ref)mueStra
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Ecuacion 4.

EAgen targetACtgen target (calibrador—muestra)

Radio de expresion = .
EA ACtgen ref (calibrador—muestra)
genref

Los radios de expresion se transformaron posteriormente a escala logaritmica en
base 2 para equiparar las proporciones entre los genes que se expresan y los que se
inhiben. Finalmente, se hizo un analisis de varianza ANOVA para comparar multiples
medias aplicando la prueba no paramétrica de Dunn, con ello se determind si existen
diferencias estadisticamente significativas entre la expresion de los diferentes
tratamientos aplicados y en los diferentes dias medidos, para ello se verificaron las

hip6tesis con un nivel de significancia del 5% (a = 0.05).
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Capitulo 3: Resultados

Sistema de cultivo celular dual

Se utilizoé el sistema dual para el cultivo de las lineas celulares caco-2 y THP-1.
Mediante visualizacion bajo el microscopio invertido, se observé la monocapa formada
por las células caco-2 (Figura 5), asi como las células THP-1lluego de haber sido

expuestas a los diferentes tratamientos en los dias 7, 14 y 21 del cultivo (

Figura 6).

Extraccion de ARN

Para la estandarizacion de los ensayos de RT-PCR y gPCR se realiz6 la
extraccion de ARN a partir de células caco-2 sin tratamiento y de células THP-1 sin
tratamiento. A continuacion, se cuantificé el ARN extraido de ambas lineas celulares
mediante el equipo Cytation 5. Los valores de concentracion y de pureza (260/280 y

260/230) para cada muestra de ARN, se muestran en la Tabla 9.

Figura 5

Monocapa formada por células caco-2 visualizadas bajo el microscopio invertido (4X)

Nota: Células luego de 14 dias de cultivo. A: Células tratadas con butirato de sodio y

LPS, B: células sin tratamiento
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Figura 6

Células THP-1 cultivadas en la parte inferior del sistema dual visualizadas bajo el

microscopio invertido (4x)

Nota: A: Células tratadas con butirato de sodio y LPS, B: células sin tratamiento

Tabla 9

Cuantificacion de ARN extraido a partir de células caco-2 y THP-1

i Concentracién (ng/uL

Linea (ng/uL) 260/280  260/230
celular Medicion 1 Medicion 2 Promedio
Caco-2 209.713 214.233 211.973 2.119 2.129
THP-1 1306.270 1297.536 1301.906 2.035 2.136

Posteriormente, se evaluo la integridad del ARN mediante electroforesis con gel
de agarosa al 1% como se observa en la Figura 7. Las muestras de ARN extraidas de
ambas lineas celulares se encuentran integras, no hay degradacién y presentan las

bandas que corresponden a las subunidades ribosémicas 28S y 18S.
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Figura 7

Evaluacion cualitativa de ARN

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con SYBR safe. (M): Marcador de
peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); (M1): ARN de células caco-2 y (M2): ARN de

células THP-1.

Caracteristicas de los primers utilizados

Se realizaron los alineamientos de los primers utilizados con sus respectivas
secuencias utilizando el software Primer-BLAST, con ello se obtuvo la longitud en pares
de bases (pb) de los productos amplificados. Estos datos, asi como el porcentaje de GC

y temperatura de melting se detallan en la Tabla 10.

Tabla 10

Caracteristicas de los primers utilizados

Numero de Longitud Longitud
Gen Secuenciab' - 3' Tm (°C) % GC amplicon
acceso (bases) (pb)
F CGGGACTGTTGGTATTGGCTAGA 23 62.00 52.17
NM_003257.5 ZO1 184
R GGCCAGGGCCATAGTAAAGTTTG 23 61.75 52.17
F TCCTATAAATCCACGCCGGTTC 22 60.22  50.00
NM_002538.4 OCLN 105
R CTCAAAGTTACCACCGCTGCTG 22 62.01 54.55
NM_002644.4 PIGR F GCTACGTCTCCAGCAAATATGC 22 59.78 50.00 139
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R CCTCGGCTATTGATGCCCAG 20 60.60 60.00
F CGAGTGACAAGCCTGTAGC 19 58.26 57.89

NM_000594.3 TNF 215
- R GGTGTGGGTGAGGAGCACAT 20 62.13  60.00
F CGAGTTCTTGCACAGGAACA 20 58.42 50.00

NM_002162.5 ICAM3 385
- R CCTGAAGACGTACATTAAGGCC 22 58.80 50.00
F ACTGATGACCTTGAGAAAGTTTGC 24 50.72  41.67

NM_021003.5 PPM1A 198
- R GCCTTCCCCCTGCTTCTTTA 20 59.67  55.00
F AGCACCACAAGCCACTTCAG 20 61.99 55.00

NM_001031680.2 RUNX3 101
- R GGGAAGGAGCGGTCAAACTG 20 57.53 60.00
F GAGTCAACGGATTTGGTCGT 20 58.21 50.00

NM_002046.7 GAPDH 457
- R GGTGCTAAGCAGTTGGTGGT 20 60.54  55.00
F CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG 24 58.16  41.67

NM_000194.3 HPRT1 129
- R CTTGAGCACACAGAGGGCTACA 22 62.25 54.55
F  GCTCGTCGTCGACAACGGCTC 21 66.03 66.67

X00351.1 ACTB 353
R  CAAACATGATCTGGGTCATCTT 22 56.40 40.91

Nota: F: Forward, R: Reverse

Estandarizacion de los sistemas de RT-PCR convencional

Luego de varios ensayos, se estandarizaron los sistemas de RT-PCR

convencional para los genes a evaluar en células caco-2 y THP-1 como se describid

anteriormente. En los ensayos realizados con gradiente de temperatura, se

determinaron las condiciones 6ptimas para la amplificacion de los genes en estudio

como la concentracion de primers, concentracion de ARN y la temperatura de

annealing.

Estandarizacion de sistemas de RT-PCR punto final en células caco-2

En las Figuras 8, 9, 10 y 11 se presentan los resultados de los ensayos de RT-

PCR convencional con gradiente de temperatura para los genes ZO1, OCLN, PIGR y

GAPDH. No se obtuvieron productos inespecificos y los controles negativos (CN1y

CN2) no amplificaron. En los controles positivos se observan los fragmentados de

interés de 105 pb, 184 pb, 139 pb y 457 pb para OCLN, ZO1, PIGR, y GAPDH,

respectivamente.
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Figura 8

Productos de RT-PCR convencional de los sistemas evaluados en células caco-2

OCLN
M 57.3°C 60.2°C 63.0°C CN1CN2 M 57.3°C 60.2°C 63.0°C CN1 CN2 M
=)

PIGR GAPDH
57.3°C 60.2°C 63.0°C M M1 57.3°C 60.2°C 63.0°C CN1 CN2

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 2%. OCLN: 105 pb, ZO1: 184 pb, PIGR: 139
pb y GAPDH: 457 pb. M: marcador de peso molecular Tracklt™ 100 bp DNA Ladder
(Invitrogen); M1: marcador de peso molecular Low DNA Mass (Invitrogen). C1: control

negativo sin ARN; C2: control negativo sin enzima retro transcriptasa.

Estandarizacion de sistemas de RT-PCR punto final en células THP-1

En las figuras 12, 13, 14 y 15 se muestran los resultados de los ensayos de RT-
PCR convencional con gradiente de temperatura para los genes ICAM3, PPM1A,
RUNX3 y HPRT1. No amplificaron los controles negativos (CN1y CN2) y no se
obtuvieron productos inespecificos. Para los controles positivos se obtuvieron los
fragmentos esperados de 385 pb, 198 pb, 101 pb y 129 pb para los sistemas ICAM3,

PPM1A, RUNX3, y HPRTL, respectivamente.
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Figura 9
Productos de RT-PCR convencional de los sistemas evaluados en células THP-1

ICAM3 PPM1A
57.0°C 59.0°C 61.0°C 63.0°C CN1CN2 57.0°C 59.0°C 61.0°C 63.0°C CN1CN2

L ok K R ——

RUNX3 HPRT1
M 58.4°C 61.0°C 63.2°C CN1CN2 58.4°C 61.0°C 63.2°C CN1CN2

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 2%. ICAM3: 385 pb, PPM1A: 198 pb, RUNX3:
101 pb y HPRT1: 129 pb M: marcador de peso molecular Low DNA Mass (Invitrogen);

C1: control negativo sin ARN; C2: control negativo sin enzima retro transcriptasa.

Estandarizacion de PCR en tiempo real con SYBR® Green

En base a los resultados de los ensayos de RT-PCR convencional, en donde se
determinaron las condiciones 6ptimas de amplificacion, se estandarizaron los ensayos
de RT-gPCR para cada uno de los genes en estudio en las lineas celulares caco-2 y

THP-1.
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Estandarizacion de sistemas de RT-gPCR en la linea celular caco-2

Las concentraciones de los reactivos utilizados y la programacion del
termociclador se especifican en las Tablas 3 y 4, respectivamente. Los valores de ciclo
umbral Ct y las temperaturas de melting de los amplicones formados se detallan en la
Tabla 11. A continuacion, se muestran las figuras con las curvas de amplificaciéon y de
disociacion obtenidas de los ensayos de cada sistema, en ellas se muestran los
controles positivos en dupletas y un control negativo, el cual no presenta amplificacion;
ademas, las curvas y temperaturas de melting evidenciaron la ausencia de productos

inespecificos en todos los sistemas.

Tabla 11

Valores Cty Tm para los sistemas ZO1, OCLN, PIGR, TNF y GAPDH

Sistema Ct Ct Ct promedio Tm (°C)
Z01 23.34 23.43 23.39 76.61
OCLN 23.95 24.02 23.99 80.6

PIGR 34.95 34.45 34.70 77.81
TNF 23.42 23.60 23.51 88.22

GAPDH 26.83 26.77 26.80 86.08




Figura 10

Curvas de amplificacién (izquierda) y de disociacion (derecha) de los ensayos de gPCR

de los sistemas evaluados en células caco-2
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Estandarizacion de sistemas de RT-gPCR en la linea celular THP-1

Las concentraciones de los reactivos utilizados y la programacion del
termociclador se especifican en las Tablas 7 y 8, respectivamente. En la Tabla 12 se
detallan los valores de Cty las temperaturas de melting de los amplicones formados.
Posteriormente, se muestran las figuras con las curvas de amplificacion y de disociacion
de cada sistema, en las cuales se muestran los controles positivos en dupletas y un
control negativo, el cual no presenta amplificacion. Ademas, las curvas y temperaturas

de melting evidenciaron la ausencia de productos inespecificos en todos los sistemas.

Tabla 12

Valores Cty Tm para los sistemas ICAM3, PPM1A, RUNX3, TNF y HPRT1

Sistema Ct Ct Ct promedio Tm (°C)
ICAM3 2491 24.6 24.76 88.75
PPM1A 25.69 25.37 25.53 81.71
RUNX3 27.93 27.89 27.91 86.19

TNF 27.41 27.55 27.48 88.53

HPRT1 25.32 23.28 24.30 80.71




Figura 11
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Curvas de amplificacion (izquierda) y de disociacion (derecha) de los ensayos de gPCR

de los sistemas evaluados en células THP-1
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Estabilidad de genes de referencia

Se llevaron a cabo los ensayos de estabilidad de genes de referencia con el fin
de identificar el gen de normalizacion 6ptimo que permita evaluar los sistemas de cada
linea celular. Para ello, se aplicaron los procedimientos como se indica en el apartado
descrito en materiales y métodos y los resultados obtenidos se analizaron con el
software NormFinder. En las Tablas 13 y 14 se muestran los valores de Ct obtenidos de
los ensayos de RT-gPCR realizados en la linea celular caco-2 y THP-1,
respectivamente. Los ensayos se realizaron con controles positivos en tripleta (nimero
de muestra), para cada tratamiento (grupo) al que fueron sometidos las células de las

cuales se extrajo el ARN: 1) butirato y LPS, 2) LPS y 3) sin tratamiento.

Tabla 13

Valores de Ct de los genes de referencia candidatos en la linea celular caco-2

Numero de
muestra

ACTB 28.547 27.949 27.830 28.369 28.072 28.748 28.349 28.060 27.952
GAPDH 35.506 35.757 35.478 35.378 34.677 35.183 33.280 33.517 33.322
HPRT1 39.405 39.506 39.458 38.326 38.682 38.465 37.042 38.273 38.612

Grupo 1 1 1 2 2 2 3 3 3

1 1 1 2 2 2 3 3 3

Tabla 14

Valores de Ct de los genes de referencia candidatos en la linea celular THP-1

Numero de
muestra 1 1 1 2 2 2 3 3 3

ACTB 24573 24460 24273 23506 23.724 23.924 26.508 26.731 26.836
GAPDH 28,517 28.420 28578 24580 24.148 24.288 28.075 28.060 28.229
HPRT1 29.232 28.794 29.253 27.228 27.163 27.112 31.273 31.398 31.236

Grupo 1 1 1 2 2 2 3 3 3
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En las tablas 15 y 16 se muestran los valores de variacion intergrupal, error
estandar y valor de estabilidad obtenidos por el software, lo cual determind que el gen

Optimo en la linea celular caco-2 es GAPDH, mientras que en células THP-1 es HPRT1.

Tabla 15

Resultados de NormFinder de los ensayos realizados en células caco-2

Intergroup variation

Standard error Stability value

Group identifier 1 2 3
ACTB -0.042 -0.021 0.046 0.031 0.027
GAPDH 0.016 -0.004 0.012 0.014 0.016
HPRT1 -0.046 0.021 -0.018 0.012 0.035
Best gene GAPDH
Stability value 0.016
Tabla 16

Resultados de NormFinder de los ensayos realizados en células THP-1

Intergroup variation

Standard error Stability value

Group identifier 1 2
ACTB -0.032 0.024 0.007 0.031 0.028
GAPDH 0.045 -0.027 -0.018 0.051 0.034
HPRT1 -0.014 0.003 0.010 0.009 0.014
Best gene HPRT1
Stability value 0.014

Sensibilidad analitica y eficiencia de amplificacion

Sensibilidad analitica y eficiencia de amplificacién de sistemas en la linea celular

caco-2

Los ensayos de sensibilidad analitica de los sistemas de RT-gPCR de la linea
celular caco-2, se realizaron conforme a lo detallado en la seccién 0 de Materiales y

métodos. En los sistemas de OCLN, ZO1 y PIGR las amplificaciones no fueron



71

consistentes y ademas presentaron amplificacién en los controles negativos, por lo que
no se continuaron con estos ensayos y se decidio optar por la adquisicion de un nuevo
stock de primers para cada gen mencionado. Para GAPDH se pudo determinar que es
capaz de detectar y amplificar hasta una concentracion de ARN de 0,005 ng/uL (5
pg/uL), correspondiente a la dilucion 10~* respecto a la concentracion inicial de ARN.

Las tablas y figuras de los resultados de GAPDH se muestran a continuacion.

Tabla 17

Valores de Ct para el gen GAPDH

Concentracién de

ARN (ng/uL) Ct Ct Ct promedio
50 22.560 22.314 22.437
5 25.869 25.684 25.777
0.5 28.880 28.847 28.863
0.05 31.897 32.579 32.238
0.005 35.499 34.610 35.054

Figura 12
Curvas de amplificacién (izquierda) y de disociacién (derecha) del ensayo de

sensibilidad analitica para el gen GAPDH.
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La curva estandar y la eficiencia de amplificacion de GAPDH se determinaron en
base al ensayo de sensibilidad analitica, como se describe en la seccion 0. La curva
estandar se construy6 en base a la concentracion inicial (logaritmo en base 10 de la
concentracion de ARN) vs los valores de Ct. La eficiencia de amplificacion (EA) se
calcul6 a partir de la ecuacion 3, para ello se utilizé el valor de la pendiente de la recta.
A continuacion, se presenta la gréafica de la curva estandar, con los valores de EA, el

PEA vy el coeficiente de determinacion (R?) para los sistemas GAPDH.

Figura 13
Curva estandar de la concentracion de ARN inicial vs el valor de Ct promedio del gen

GAPDH.
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Target: GAPDH Slope: -3.17 Y-Inter: 37.428 Ez= 0.996 Eff%: 106.779 Error: 0.072

En la Tabla 18 se presentan los valores de EA, el PEA y el coeficiente de
determinacién (R?) para GAPDH.
Tabla 18

EA 'y PEA para GAPDH

Gen Pendiente R? EA PEA
GAPDH -3.17 0.996 2.067 106%
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Sensibilidad analitica y eficiencia de amplificacién de sistemas en la linea celular

THP-1

De igual manera, se llevaron a cabo los ensayos de sensibilidad analitica para
los sistemas de RT-qPCR de la linea celular. Se determind que los sistemas ICAM3,
PPM1A pueden pueden detectar y amplificar hasta una concentraciéon de ADNc de 5
pg/uL, RUNX3 y TNF hasta una concentracién de ADNc de 0.125 ng/uL y HPRT1 hasta
una concentracién de ADNc de 0.3 ng/uL. A continuacion, se presentan para cada
sistema los valores de los Ct obtenidos y los gréficos de las curvas de amplificacién, de
disociacion, asi como de la curva estandar para determinar la pendiente de la recta de

logaritmo en base 10 de la concentracién de ADNCc vs los valores de Ct.

Tabla 19

Valores de Ct para el gen ICAM3

Concentracion de ICAM3 PPM1A
ARN (ng/pL) Ct Ct Ctpromedio Ct Ct  Ctpromedio
50 2295 22.29 22.62 25.48 23.90 24.69
5 25.00 25.48 25.24 27.08 26.69 26.89
0.5 28.48 28.79 28.64 30.63 30.47 30.55
0.05 31.99 31.99 31.08 33.11 33.67 33.39

0.005 35.15 25.17 30.16 37.11 37.15 37.13

Nota: Diluciones seriadas 1:10
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Figura 14

Ensayo de sensibilidad analitica del sistema ICAM3
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Nota: A: Curvas de amplificacion, B: curvas de disociacion, C: grafico de la recta Log 10

[ADNCc] vs. Ct.
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Figura 15

Ensayo de sensibilidad analitica del sistema PPM1A
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Nota: A: Curvas de amplificacion, B: curvas de disociacion, C: grafico de la recta Log 10

[ADNCc] vs. Ct.

Tabla 20

Valores de Ct para el gen RUNX3 y TNF

Concentracién de RUNX3 TNF
ARN (ng/uL) Ct Ct  Ctpromedio  Ct Ct  Ctpromedio
78 28.69 28.47 28.58 27.73 27.73 27.73
156 30.37 29.77 29.93 29.94 30.10 30.02
3.12 32.19 32.05 35.02 32.13 3155 31.84
0.624 34.91 34.67 36.75 36.17 36.22 36.19
0.125 36.80 37.31 39.77 37.17 36.08 36.62

Nota: Diluciones seriadas 1:5
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Figura 16

Ensayo de sensibilidad analitica del sistema RUNX3
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Nota: A: Curvas de amplificacion, B: curvas de disociacion, C: gréafico de la recta Log 10

[ADNCc] vs. Ct.
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Figura 17

Ensayo de sensibilidad analitica del sistema TNF
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Nota: A: Curvas de amplificacion, B: curvas de disociacién, C: grafico de la recta Log 10

[ADNCc] vs. Ct.

Tabla 21

Valores de Ct para el gen HPRT1

Concentraciéon de ARN (ng/uL) Ct Ct Ct promedio
78 25.2600 25.1500 25.205
195 27.1900 26.8000 26.995
4.875 28.8400 29.7300 29.285
1.218 31.3900 31.8300 31.610
0.304 33.3000 33.4400 33.370

Nota: Diluciones seriadas 1:4
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Figura 18

Ensayo de sensibilidad analitica del sistema HPRT1
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Nota: A: Curvas de amplificacion, B: curvas de disociacion, C: grafico de la recta Log 10

[ADNCc] vs. Ct.

A continuacién, se resume en la Tabla 22, los valores de EA, el PEA Yy el

coeficiente de determinacion (R?) para todos los sistemas evaluados en células THP-1.

Tabla 22

EAy PEA para los sistemas ICAM3, PPM1A, RUNX3, TNF y HPRT1

Gen Pendiente R? EA PEA LOD
ICAM3 -3.18 0.98 2.06 106% 0.005 ng/uL
PPM1A -3.21 0.98 2.05 105% 0.005 ng/uL
RUNX3 -3.17 0.99 2.07 107% 0.125 ng/uL

TNF -3.42 0.98 1.96 96% 0.125 ng/uL

HPRT1 -3.47 0.99 1.94 94% 0.300 ng/puL
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Extraccion de ARN de células caco-2 expuestas a butirato y a lipopolisacarido

Se realizaron las extracciones de ARN a partir de células caco-2 tratadas con LPS
en los dias 7, 14 y 21 de cultivo, en presencia 0 ausencia de butirato. La cuantificaciéon y
evaluacion de la calidad del ARN extraido se presentan en la Tabla 23 y Figura 19,

respectivamente.

Tabla 23

Cuantificacion de ARN extraido de células caco-2

Réplica 1 Réplica 2
Dia Muestra Tratamiento Concentracion Concentracion
260/280 260/280
(ng/uL) (ng/uL)
Dia 7 1 Butirato + LPS 24.952 1.767 61.73 1.887
Dia 7 2 Butirato + LPS 35.58 1.801 73.97 1.889
Dia 7 3 Butirato 58.585 2.029 35.036 1.745
Dia 7 4 Butirato 47.186 2.017 41.965 1.77
Dia 7 5 LPS 55.668 1.939 75.129 1.838
Dia 7 6 LPS 61.58 1.99 67.893 1.847
Dia7 7 Control 54.046 2.026 70.654 1.864
Dia 7 8 Control 48.23 1.984 91.054 1.848
Dia 14 1 Butirato + LPS 82.396 1.917 64.952 1.913
Dia 14 2 Butirato + LPS 118.868 1.97 105.121 1.944
Dia 14 3 Butirato 75.737 1.917 68.298 1.918
Dia 14 4 Butirato 75.846 1.909 50.28 1.935
Dia 14 5 LPS 105.028 1.93 116.383 2.019
Dia 14 6 LPS 77.885 1.947 102.866 1.959
Dia 14 7 Control 118.196 1.958 98.413 2.199
Dia 14 8 Control 137.884 1.949 88.059 2.152
Dia 21 1 Butirato + LPS 63.337 2.041 70.379 2.039
Dia 21 2 Butirato + LPS 76.203 1.957 53.177 2.037
Dia 21 3 Butirato 64.945 2.028 56.62 2.023
Dia 21 4 Butirato 54.96 1.902 76.078 2.106
Dia 21 5 LPS 105.716 2.077 91.875 2.093
Dia 21 6 LPS 103.369 2.027 85.631 1.999
Dia 21 7 Control 88.54 2.059 104.026 2.033
Dia 21 8 Control 94.321 2.199 99.533 1.993
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Figura 19

Evaluacion de la integridad de ARN de células caco-2
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Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de muestras extraidas 24 h después de la
exposicién a los tratamientos 1) butirato + LPS, II) butirato, Ill) LPS y 1V) control. (M):

Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen). A: dia 7, B: dia 14 y C: dia 21.
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Evaluacion de los niveles de expresion de ICAM3, PPM1A, RUNX3 y TNF en células

THP-1 expuestas a butirato y a lipopolisacéarido

Células THP-1 fueron cultivadas en el sistema de cultivo dual, debajo de las

células caco-2 que fueron tratadas con LPS en los dias 7, 14 y 21 de cultivo. La

cuantificacion y evaluacion de la calidad del ARN extraido se presentan a continuacion.

Tabla 24

Cuantificacion de ARN extraido de células THP-1

Réplica 1 Réplica 2
Dia Muestra Tratamiento Concentracion Concentracion
260/280 260/280
(ng/uL) (ng/uL)
Dia 7 1 Butirato + LPS 23.421 1.724 70.264 1.814
Dia 7 2 Butirato + LPS 73.854 1.871 65.460 1.860
Dia 7 3 Butirato 47.10 1.924 64.752 1.822
Dia 7 4 Butirato 55.308 1.889 81.996 1.840
Dia 7 5 LPS 40.298 1.927 70.656 1.837
Dia 7 6 LPS 43.145 1.782 52.517 1.775
Dia7 7 Control 35.463 1.645 70.306 1.876
Dia 7 8 Control 37.34 1.781 46.752 1.866
Dia 14 1 Butirato + LPS 88.996 1.865 112.782 1.953
Dia 14 2 Butirato + LPS 123.104 1.925 113.246 1.889
Dia 14 3 Butirato 130.777 1.888 74.581 1.895
Dia 14 4 Butirato 134.171 1.872 71.746 1.879
Dia 14 5 LPS 114.127 1.935 115.198 1.953
Dia 14 6 LPS 156.352 1.806 105.538 1.993
Dia 14 7 Control 107.588 1.854 66.860 1.887
Dia 14 8 Control 99.922 1.871 149.242 2.324
Dia 21 1 Butirato + LPS 185.075 2.040 82.970 1.931
Dia 21 2 Butirato + LPS 116.211 2.060 77.320 1.875
Dia 21 3 Butirato 60.590 1.963 63.750 1.848
Dia 21 4 Butirato 79.366 2.122 85.090 1.879
Dia 21 5 LPS 183.674 2.028 88.396 1.922
Dia 21 6 LPS 199.303 2.041 90.627 1.895
Dia 21 7 Control 113.821 2.126 85.792 1.867
Dia 21 8 Control 153.403 1.977 101.128 2.046
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Figura 20

Evaluacion de la integridad de ARN de células THP-1
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Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de muestras extraidas 24 h después de la
exposicion a los tratamientos |) butirato + LPS, II) butirato, I1l) LPS y V) control. (M):

Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen). A: dia 7, B: dia 14 y C: dia 21.
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Ensayos de qPCR con SYBR® Green

Una vez extraidas las muestras de ARN de células THP-1, se sintetiz6 ADNCc.
Para la evaluacién de los sistemas de qPCR se seleccionaron 2 muestras, por cada
tratamiento y para cada dia de exposicion a los tratamientos, es decir, 8 muestras, del dia
7,14y 21 de cultivo, por lo que en total se realizaron 3 ensayos. Algunas de los dupletas
no amplificaron por lo que tuvo que repetirse la corrida para esas muestras, por ello se
observan 5 puntos. Los valores de Ct obtenidos se muestran en la Tabla 25, mientras que

las curvas de amplificacion y disociacién se muestran en las Figuras 21, 22y 23.

Tabla 25

Valores de Ct de los ensayos de qPCR de sistemas evaluados en células THP-1

Dia Tratamiento  Repeticion ICAM3 PPM1A RUNX3 TNF HPRT1

1 31.22 28.3 28.58 26.73 26.16
31.11 28.66 28.58 26.67 26.22
30.91 27.61 29.25 26.18 2571
30.82 27.91 28.54 2579 2591

28.55

24.54 25.75 27.5 28.89 23.78
24.43 25.7 28.06 2954 23.83

Butirato + LPS

Butirato 24.4 25.77 28.81 29.33 23.7
24.26 25.88 28.9 29.49  23.89
Dia7 24.41
2543 26.06 26.87 2478 23.37
25.77 26.23 26.95 24.9 23.48
LPS 25.17 26.37 26.87 2492 23.38
25.29 26.22 26.72 2477  23.67
25.29
24.19 25.88 28.14 2994 23.78
Control 24.19 26.19 28.54 29.7 23.67

24.28 26.34 27.89 29.85 23.96
24.36 26.21 28.37 2955 23.93

N P NP WODN RPN PO DNPEFEPE NP ODNPEDN
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Dia Tratamiento  Repeticion ICAM3 PPM1A RUNX3 TNF HPRT1
1 27.27  27.82 30.04 25.68 25.44
2 27.27 2794 29.85 2598 25.73
Butirato + LPS 1 27.3 27.74 29.87 25.4 25.32
2 27.22  27.85 30.2 25.83  25.27
3 26.78
1 25.46 27.1 29.22 30.25 25.43
Butirato 2 25.66  27.02 2956 30.25 25.09
1 2545  27.12 29.26 2998 24.86
Dia 14 2 2589 27.19 29.61 30.36 24.87
1 2558  26.72 28.35 26.25 23.8
2 25.63 26.76 28.97  26.37 24
LPS 1 24.77 26.7 28.47 2622 2391
2 2583 26.81 28.58 26.51 24.05
1 26.42  27.58 30.17 31.22 2548
Control 2 26.67  27.97 30.67 3142 25.37
1 26.4 27.98 30.63 31.2 25.56
2 26.69 27.93 30.22 3136 25.59
1 2642  27.79 29.37 25.68 25.66
2 26.34 27.1 28.78 2532 25.07
Butirato + LPS 1 26.56  27.77 29.09 25.73 25.97
2 26.45  27.35 29.03 2524 26.42
3 26.78 25.74
1 2773 27.11 29.4 28.81 26.25
Butirato 2 2792  26.92 29.37 29.17 26.06
1 26.88 27.02 2789 29.04 26.49
Dia 21 2 26.99 27 2791 29.13 2546
1 26.88  27.73 28.7 27.55 2444
2 26.61 27.16 28.79 27.9 24.55
LPS 1 26.88 26.94 2894 27.24 2445
2 26.55 27.32 28.81 2755 2475
1 27.89 28.94 30.33 30.82 26.53
2 28.11  27.98 29.84 31.74 26.48
Control 1 28.37  27.66 2996 31.63 26.16
2 28.11 27.71 30.03 3132 2641
3042 26.76
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Figura 21
Curvas de amplificacién (izquierda) y de disociacion (derecha) de los sistemas

evaluados en células THP-1, luego de la exposicion a LPS en el dia 7
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Figura 22
Curvas de amplificacién (izquierda) y de disociacion (derecha) de los sistemas

evaluados en células THP-1 luego de la exposicion a LPS en el dia 14

- ICAM3

- PPMIA

- RUNX3

- TINF

HPRT1

86



Figura 23
Curvas de amplificacién (izquierda) y de disociacion (derecha) de los sistemas

evaluados en células THP-1 luego de la exposicion a LPS en el dia 7
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Andlisis estadistico y expresion génica
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La variacion intraensayo se calculdé mediante el coeficiente de variacion entre 4

réplicas correspondientes a cada dia y cada tratamiento aplicado. Los CV para cada

sistema junto con la estadistica descriptiva para cada grupo de muestras se presentan

en la Tabla 26. EI CV mas alto que se detecté entre todos los genes fue del tratamiento

con butirato dia 21 para RUNX3, con un valor de 2.99%, lo que demuestra la

repetibilidad de las reacciones.

Tabla 26

Estadistica descriptivos de los valores de Ct obtenidos para cada sistema

Dia Tratamiento Gen Media Mediana DE Ccv
7 Butirato + LPS ICAM3 31.02 31.01 0.18 0.59
14 Butirato + LPS ICAM3 27.17 27.27 0.22 0.81
21 Butirato + LPS ICAM3 26.51 26.45 0.17 0.64
7 Butirato ICAM3 24.41 24.41 0.10 0.41
14 Butirato ICAM3 25.62 25.56 0.21 0.81
21 Butirato ICAM3 27.38 27.36 0.52 1.91
7 LPS ICAM3 25.39 25.29 0.23 0.91
14 LPS ICAM3 25.45 25.61 0.47 1.84
21 LPS ICAM3 26.73 26.75 0.17 0.65
7 Control ICAM3 24.26 24.24 0.08 0.34
14 Control ICAM3 26.55 26.55 0.16 0.59
21 Control ICAM3 28.12 28.11 0.20 0.70
7 Butirato + LPS PPM1A 28.12 28.11 0.46 1.63
14 Butirato + LPS PPM1A 27.84 27.84 0.08 0.30
21 Butirato + LPS PPM1A 27.50 27.56 0.34 1.22
7 Butirato PPM1A 25.78 25.76 0.08 0.29
14 Butirato PPM1A 27.11 27.11 0.07 0.26
21 Butirato PPM1A 27.01 27.01 0.08 0.29
7 LPS PPM1A 26.22 26.23 0.13 0.48
14 LPS PPM1A 26.75 26.74 0.05 0.18
21 LPS PPM1A 27.29 27.24 0.33 1.22
7 Control PPM1A 26.16 26.20 0.20 0.75
14 Control PPM1A 27.87 27.95 0.19 0.69
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Dia Tratamiento Gen Media Mediana DE Cv
21 Control PPM1A 28.07 27.85 0.60 2.12
7 Butirato + LPS RUNX3 28.70 28.58 0.31 1.07
14 Butirato + LPS RUNX3 29.99 29.96 0.16 0.55
21 Butirato + LPS RUNX3 29.07 29.06 0.24 0.83
7 Butirato RUNX3 28.32 28.44 0.66 2.34
14 Butirato RUNX3 29.41 29.41 0.20 0.68
21 Butirato RUNX3 28.64 28.64 0.86 2.99
7 LPS RUNX3 26.85 26.87 0.10 0.36
14 LPS RUNX3 28.59 28.53 0.27 0.94
21 LPS RUNX3 28.81 28.80 0.10 0.34
7 Control RUNX3 28.24 28.26 0.28 1.00
14 Control RUNX3 30.42 30.43 0.26 0.87
21 Control RUNX3 30.04 30.00 0.21 0.69
7 Butirato + LPS TNF 26.34 26.43 0.44 1.68
14 Butirato + LPS TNF 25.72 25.76 0.25 0.96
21 Butirato + LPS TNF 25.54 25.68 0.24 0.95
7 Butirato TNF 29.31 29.41 0.30 1.01
14 Butirato TNF 30.21 30.25 0.16 0.54
21 Butirato TNF 29.04 29.09 0.16 0.55
7 LPS TNF 24.84 24.84 0.08 0.32
14 LPS TNF 26.34 26.31 0.13 0.50
21 LPS TNF 27.56 27.55 0.27 0.98
7 Control TNF 29.76 29.78 0.17 0.58
14 Control TNF 31.30 31.29 0.11 0.34
21 Control TNF 31.19 31.32 0.56 1.79
7 Butirato + LPS HPRT1 26.00 26.04 0.24 0.91
14 Butirato + LPS HPRT1 25.44 25.38 0.21 0.81
21 Butirato + LPS HPRT1 25.78 25.82 0.57 2.20
7 Butirato HPRT1 23.80 23.81 0.08 0.34
14 Butirato HPRT1 25.06 24.98 0.27 1.07
21 Butirato HPRT1 26.07 26.16 0.44 1.69
7 LPS HPRT1 23.48 23.43 0.14 0.59
14 LPS HPRT1 23.94 23.96 0.11 0.46
21 LPS HPRT1 24.55 24.50 0.14 0.59
7 Control HPRT1 23.84 23.86 0.14 0.57
14 Control HPRT1 25.50 25.52 0.10 0.39
21 Control HPRT1 26.47 26.48 0.22 0.82
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A continuacion, se muestran las gréaficas con la distribucion de los valores de Ct
con respecto a la media, obtenidos para los diferentes genes, acompafiados con la
desviacion estandar, para identificar comprobar que no existen posibles asimetrias o

valores atipicos entre cada dia y cada tratamiento (Figura 24).

Figura 24

Distribucion de los valores de Ct obtenidos en los ensayos de qPCR
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Se procedi6 a calcular los radios de expresion de los genes ICAM3, PPM1A,
RUNX3 y TNF, normalizados con respecto a HPRT1, mediante el modelo de Pfaffl
aplicando las ecuaciones descritas previamente en el apartado de materiales y métodos
(Anexo?2). Los radios luego fueron calculados en base logaritmica para corregir la
proporcion entre los genes que se expresan o se inhiben en relacién con el control. En
las Tabla 27 se muestran los radios de expresion calculados mientras que en la Figura
25 se observa la expresion diferencial de los genes target representada en escala

logaritmica en base 2.



Tabla 27

Radios de expresion para los diferentes tratamientos
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Dia Tratamiento Gen Radio Log2 radio
7 Butirato + LPS ICAM3 0.03 -4.98
14 Butirato + LPS ICAM3 0.61 -0.71
21 Butirato + LPS ICAM3 2.03 1.02
7 Butirato ICAM3 0.87 -0.19
14 Butirato ICAM3 1.47 0.55
21 Butirato ICAM3 1.31 0.39
7 LPS ICAM3 0.35 -1.53
14 LPS ICAM3 0.78 -0.35
21 LPS ICAM3 0.76 -0.39
7 Butirato + LPS PPM1A 1.02 0.03
14 Butirato + LPS PPM1A 0.98 -0.03
21 Butirato + LPS PPM1A 0.95 -0.07
7 Butirato PPM1A 1.28 0.36
14 Butirato PPM1A 1.29 0.37
21 Butirato PPM1A 1.64 0.71
7 LPS PPM1A 0.75 -0.41
14 LPS PPM1A 0.79 -0.33
21 LPS PPM1A 0.49 -1.02
7 Butirato + LPS RUNX3 2.99 1.58
14 Butirato + LPS RUNX3 1.32 0.40
21 Butirato + LPS RUNX3 1.29 0.36
7 Butirato RUNX3 0.92 -0.12
14 Butirato RUNX3 1.56 0.64
21 Butirato RUNX3 2.12 1.08
7 LPS RUNX3 2.15 1.11
14 LPS RUNX3 1.35 0.43
21 LPS RUNX3 0.69 -0.55
7 Butirato + LPS TNF 41.87 5.39
14 Butirato + LPS TNF 41.00 5.36
21 Butirato + LPS TNF 28.28 4.82
7 Butirato TNF 1.32 0.40
14 Butirato TNF 1.56 0.64
21 Butirato TNF 3.25 1.70
7 LPS TNF 21.56 4.43
14 LPS TNF 10.03 3.33
21 LPS TNF 3.21 1.68




Figura 25
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Radios de expresion en base log2 de los genes evaluados en células THP-1
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Nota: Radios normalizados con respecto al control y al gen de referencia HPRT1. Barras

de error correspondientes al intervalo de confianza respecto a la media al 95%. Expresion

significativa con respecto al control marcadas con e. Genes de maduracion A: ICAMS3, B:

RUNX3, C: PPM1A y citocina inflamatoria D: TNF.

Se aplicé un analisis ANOVA de dos vias para determinar si existen diferencias

significativas en los radios de expresion entre el dia 7, 14 y 21 para cada tratamiento; y

diferencias significativas entre tratamientos para cada dia. Se utiliz6 la prueba de Dunn

con intervalo de confianza al 95%. Los resultados de estas pruebas, incluyendo los
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valores P ajustado para cada interaccion se muestran en las Tabla 28 y 29, mientras
gue en la Figura 26 se representan las interacciones entre dias y tratamientos y se

sefialan aquellas que muestran diferencias significativas en los radios de expresion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis con las pruebas de Dunn,
para los genes ICAM3 y RUNXS existe una diferencia significativa si se compara la
expresion entre el dia 7 y dia 21: en células tratadas con butirato + LPS (p=0.0021y
p=0.0219) y en células tratadas con LPS (p=0.378y p=0.0073), ademas para ICAM3 en
células con LPS entre los dias 7 y 14 (p=0.378) y para RUNXS3 en células tratadas con

butirato + LPS (p=0.0215) entre el dia 7 y dia 21.

Para PPM1A se determind diferencias significativas en los radios de expresion
entre los dias 14 y 21 en las células tratadas con butirato (p=0.0427) y con LPS
(p=0.018). Se detectd un disminucion significativa en la expresion de TNF en células
tratadas con butirato + LPS en el dia 21 comparado con el dia 14 (p=0.0203), un
aumento significativo en células tratadas con butirato en el dia 21 frente al dia 7
(p=0.0132), mientras que una disminucién comparando esos mismo dias en células

tratadas con LPS (p=0.005).

Al comparar la expresion entre tratamientos se encontrdé que ICAM3 presenta
diferencias significativas entre las muestras tratadas con butirato + LPS en los dias 7,
14y 21 (p=0.0111, p=0.0021 y p=0.0021), mientras que la expresion de RUNX3 en
muestras tratadas con butirato varia significativamente con respecto a las células
tratadas con butirato + LPS y con LPS en el dia 7 (p=0.004 y p=0.0445) y en el dia 21
entre butirato y LPS (p=0.0052). PPM1A varia su expresion de manera significativa en

muestras tratadas con butirato vs LPS en los 3 dias (p=0.0085, p=0.0014 y p=0.0014).
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También son significativas las diferencias de expresion de TNF entre tratadas con

butirato + LPS vs butirato en todos los dias (p=0.0233, p=0.0111 y p=0.0375).

Los radios de expresion que son significativos respecto al control corresponden

a ICAM3 y RUNX3 en células tratadas en el dia 7 con butirato + LPS (p=0.0001 y

p=0.002), con LPS (p=0.0046 y p=0.0341), RUNX3 en células tratadas en el dia 14 con

butirato (p=0.0131), TNF en células tratadas en los dias 7, 14 y 21 con butirato + LPS

(p=0.0002 para los tres casos) y con LPS para los dias 7 y 14 (p=0.0111, p=0.011),

ninguna muestra para PPM1A presenta un radio de expresién significativo con respecto

al control. Las muestras que representan una expresion o inhibicion significativa con

respecto al control se sefalaron en la Figura 25.

Tabla 28

ANOVA no paramétrico entre dias de aplicacion de tratamientos

Multiple comparisons test

Mean rank diff. ~Significant? Summary Adjusted

P Value

B+L Dia7vs.Dial4 -4.500 No ns 0.3253

Dia 7 vs. Dia 21 -9.500 Yes * 0.0021

Dia 14 vs. Dia 21 -5.000 No ns 0.1755

B Dia7vs.Dial4 -5.700 No ns 0.0874

ICAM3 Dia 7 vs. Dia 21 -4.700 No ns 0.2160
Dia 14 vs. Dia 21 1.000 No ns >0.9999

L Dia7vs.Dial4 -6.500 Yes * 0.0378

Dia 7 vs. Dia 21 -6.500 Yes * 0.0378

Dia 14 vs. Dia 21 0.000 No ns >0.9999

B+L Dia7vs.Dial4 6.000 Yes * 0.0215

Dia 7 vs. Dia 21 7.000 Yes * 0.0073

RUNX3 Dia 14 vs. Dia 21 1.000 No ns 0.7161
Dia 7 vs. Dia 14 -4.500 No ns 0.2327

Dia 7 vs. Dia 21 -4.500 No ns 0.2327

Dia 14 vs. Dia 21 0.000 No ns >0.9999
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Multiple comparisons test Mean rank diff.  Significant? Summary '?)d{'yaslfed
L Dia 7 vs. Dia 14 4.000 No ns 0.3481
Dia 7 vs. Dia 21 8.000 Yes o 0.0050
Dia 14 vs. Dia 21 4.000 No ns 0.3481
B+L Dia7vs.Dial4 0.000 No ns >0.9999
Dia 7 vs. Dia 21 0.7500 No ns >0.9999
Dia 14 vs. Dia 21 0.7500 No ns >0.9999
B Dia 7 vs. Dia 14 0.5000 No ns >0.9999
PPM1A Dia 7 vs. Dia 21 -5.750 No ns 0.0723
Dia 14 vs. Dia 21 -6.250 Yes * 0.0427
L Dia 7 vs. Dia 14 -2.000 No ns >0.9999
Dia 7 vs. Dia 21 5.000 No ns 0.1496
Dia 14 vs. Dia 21 7.000 Yes * 0.0181
B+L Dia7vs.Dial4 -0.7500 No ns >0.9999
Dia 7 vs. Dia 21 5.800 No ns 0.2695
Dia 14 vs. Dia 21 6.550 Yes * 0.0203
B Dia 7 vs. Dia 14 -2.500 No ns 0.9779
TNF Dia 7 vs. Dia 21 -7.250 Yes * 0.0132
Dia 14 vs. Dia 21 -4.750 No ns 0.1860
L Dia 7 vs. Dia 14 4.000 No ns 0.3481
Dia 7 vs. Dia 21 8.000 Yes *x 0.0050
Dia 14 vs. Dia 21 4.000 No ns 0.3481
Tabla 29

ANOVA no paramétrico entre tratamientos para cada dia

. : Mean rank - Adjusted

?
Multiple comparisons test diff. Significant?  Summary P Value
Dia 7 B+L vs. B -9.500 Yes * 0.0111
B+Lvs. L -4.500 No ns 0.2289
B+L vs. C -14.50 Yes ok 0.0001

ICAM3

Bvs. L 5.000 No ns 0.1562
Bvs.C -5.000 No ns 0.1562

Lvs.C -10.00 Yes * 0.0046




96

Multiple comparisons test Me?j?ﬁr.ank Significant?  Summary Apd{f:lfg
Dial4 B+Lvs.B -12.65 Yes *x 0.0021
B+Lvs. L -4.650 No ns >0.9999

B+Lvs. C -7.400 No ns 0.1602

Bvs. L 8.000 No ns 0.1929

Bvs.C 5.250 No ns 0.8298

Lvs.C -2.750 No ns >0.9999

Dia21 B+Lvs.B -4.65 No ns >0.9999
B+Lvs. L -12.65 Yes i 0.0021
B+Lvs.C -7.400 No ns 0.1602

Bvs. L 8.000 No ns 0.1929

Bvs.C 5.250 No ns 0.8298

Lvs.C -2.750 No ns >0.9999

Dia7 B+Lvs.B 10.20 Yes o 0.0040
B+Lvs. L 2.700 No ns 0.4457
B+Lvs.C 10.20 Yes o 0.0022

Bvs.L -7.500 Yes * 0.0445

Bvs.C 0.000 No ns >0.9999

Lvs.C 7.500 Yes * 0.0341

Dial4 B+Lvs.B -3.250 No ns >0.9999
B+Lvs. L -1.250 No ns >0.9999

RUNX3 B+Lvs.C 7.000 No ns 0.2185
Bvs.L 2.000 No ns >0.9999

Bvs.C 10.25 Yes * 0.0131

Lvs.C 8.250 No ns 0.0820

Dia21 B+Lvs.B -2.750 No ns >0.9999
B+Lvs. L 9.000 No ns 0.0643
B+Lvs.C 3.500 No ns >0.9999

Bvs. L 11.75 Yes i 0.0052

Bvs.C 6.250 No ns 0.3705

Lvs.C -5.500 No ns 0.6012

Dia 7 B+L vs. B -5.250 No ns 0.8195
PPMIA B+Lvs. L 6.000 No ns 0.5333
B+Lvs.C 0.2500 No ns >0.9999

Bvs. L 11.25 Yes *x 0.0085
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Multiple comparisons test Me?j?ﬁr.ank Significant?  Summary Apd{f:lfg
Bvs.C 5.500 No ns 0.6012

Lvs.C -5.750 No ns 0.5141

Dial4 B+Lvs.B -7.750 No ns 0.1679
B+L vs. L 5.250 No ns 0.8195

B+L vs. C -2.250 No ns >0.9999

Bvs.L 13.00 Yes *x 0.0014

Bvs.C 5.500 No ns 0.6012

Lvs.C -7.500 No ns 0.1499

Dia21 B+Lvs.B -6.5 No ns 0.3919
B+L vs. L 6.500 No ns 0.3919
B+Lvs.C 0.000 No ns >0.9999

Bvs. L 13.00 Yes *x 0.0014

Bvs.C 6.500 No ns 0.3123

Lvs.C -6.500 No ns 0.3123

Dia7 B+Lvs.B 8.000 Yes * 0.0233
B+L vs. L 4.000 No ns 0.2567

B+L vs. C 12.50 Yes ok 0.0002

Bvs.L -4.000 No ns 0.2567

Bvs.C 4.500 No ns 0.1786

Lvs.C 8.500 Yes * 0.0111

Dial4 B+Lvs.B 8.000 Yes * 0.0232
B+Lvs. L 4.000 No ns 0.2564

B+L vs. C 12.50 Yes ok 0.0002

TNF Bvs. L -4.000 No ns 0.2564
Bvs.C 4.500 No ns 0.1783

Lvs.C 8.500 Yes * 0.0110

Dia21 B+Lvs.B 7.000 Yes * 0.0375
B+Lvs. L 6.000 No ns 0.0745

B+L vs. C 13.00 Yes ok 0.0002

Bvs. L -1.000 No ns 0.7780

Bvs.C 6.000 No ns 0.1210

Lvs.C 7.000 No ns 0.0668




Figura 26

Comparaciones de medias entre dias (izquierda) y entre tratamientos (derecha)
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Nota: interacciones significativas marcadas con e, intervalo de confianza al 95% (Dunn).

Genes de maduracion A: ICAM3, B: RUNX3, C: PPM1A y citocina inflamatoria D: TNF.
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Capitulo 4: Discusion

En la actualidad, el sistema de cultivo dual de células caco-2 se utiliza en
diversos laboratorios y en ensayos preclinicos como una herramienta para el
descubrimiento y desarrollo de farmacos, pues este modelo in vitro mimetiza la mucosa
del intestino delgado humano, lo que permite estudiar sus mecanismos de transporte,
predecir la absorcién de sustancias quimicas administrados por via oral, evaluar la
capacidad de los farmacos para atravesar la barrera intestinal asi como las
interacciones con otras lineas celulares y microorganismos (De Angelis & Turco, 2011,
Ingels et al., 2004). En el presente estudio, el modelo de células caco-2 en conjunto con
monocitos humanos THP1 han permitido analizar el efecto del butirato de sodio sobre la
diferenciacion de las células de epitelio intestinal y sobre la permeabilidad de la
monocapa que forman. Para ello se ha hecho una evaluacion indirecta, al medir la
expresion de genes de maduracién de monocitos (ICAM3, PPM1A y RUNX3), asi como
de una citoquina proinflamatoria (TNF), luego de haber expuesto a las células caco-2 a

tratamiento con LPS.

Extraccion de ARN

La obtencién de ARN de alta calidad es la consideracién mas importante previo
a la realizacion de ensayos de RT-PCR en tiempo real. La calidad del ARN se ve
comprometida una vez extraido, pues es menos estable que el ADN debido a la
naturaleza ubicua y la estabilidad de las RNasas, enzimas que escinden el ARN. La
presencia de inhibidores como detergentes y sales que son transferidos durante la
extraccion también pueden afectar su calidad. Ademas, ARNA contaminado con ADN
gendmico altera el desempefio de la gPCR generando resultados falsos positivos

(Fraga, Meulia, & Fenster, 2014; Thermo Fisher Scientific, 2016). Para el presente
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trabajo de investigacién, las extracciones de ARN se realizaron bajo las directrices de
los kits empleados, asi como el posterior procedimiento de purificacion con DNasas
para evitar la contaminacion con ADNg. Se evalué la integridad de las muestras de ARN
obtenidas mediante electroforesis en gel de agarosa, en el cual se pudieron visualizar

las bandas esperadas 28S y 18S de forma nitida como se muestra en la Figura 7.

Dado que los ARNr 28S y 18S de mamiferos tienen un tamafio
aproximadamente de 5 kb y 2 kb, la relacion teérica 28S: 18S es 2,7: 1; aunque la
proporcion de 2:1 se considera un indicador de que el ARN esté intacto (Thermo Fisher
Scientific, 2016). En las Figuras 19B, 19C, 20B y 20C se visualizan tres bandas nitidas
correspondientes a las bandas 28S, 18S y 5S respectivamente, demostrando que el
ARN total aislado no se degradd y no se detecté contaminacién de ADNg de alto peso
molecular, sin embargo, en las figuras 19A y 20A, algunos carriles muestran un aspecto
manchado y no se distinguen las bandas ni su intensidad, lo que indica la degradacion

del ARN.

Ademas, se realiz6 la cuantificacion de las muestras de ARN aisladas en donde
se evalud su pureza mediante los radios de absorbancia A260/A280 y A260/A230. Una
relacion A260/A280 entre 1.8 y 2.1 indica ARN altamente purificado; un valor por debajo
de este rango indica la presencia de proteinas u otros contaminantes que absorben
fuertemente a 280 nm. Por otro lado, los valores esperados de 260/230 se encuentran
comunmente entre 2.0 y 2.2; si la relacién esta por debajo de lo esperado, puede indicar
la presencia de contaminantes que absorben a 230 nm como fenol o alcohol (Wilfinger,
Mackey, & Chomczynski, 1997). Tanto las muestras de ARN que fueron utilizadas para
las estandarizaciones de RT-PCR (Tabla 9), como aquellas que se utilizaron en los

ensayos de cuantificacion relativa (Tabla 23 y Tabla 24) presentan radios dentro de los
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rangos aceptables lo que indica que no existen problemas de contaminacién con

proteinas ni otros compuestos.

Sintesis de cDNA

El primer paso en la reaccion de RT-PCR es convertir selectivamente las
moléculas de ARNm, que son las secuencias que codifican proteinas, en ADN
complementario. Los ensayos de qPCR para las muestras de monocitos se realizaron
en dos pasos, es decir, los proceso de retro transcripcion y de amplificacion se hicieron
por separado, por lo que la fase inicial fue sintetizar el ADNc. Para asegurar la seleccion
del ARNm a partir de ARN celular total de las células THP1, se utilizaron cebadores
oligodesoxinucleotidicos (dT), ya que estos se hibridan en el extremo 5' de la cola poli
(A) del ARNm, lo que permite que la retrotranscriptasa (RT) extienda el cebador
produciendo ADNc que representa solo secuencias de genes transcritas (Fraga et al.,

2014).

Caracteristicas de los primers utilizados

Un disefio adecuado de primers es necesario a fin de garantizar la eficacia de
amplificacién, la especificidad y la fluorescencia en los ensayos de gPCR. Para ello, los
primers deben ser especificos para el gen que se desea cuantificar, no deben formar
dimeros ni amplificar secuencias no deseadas, su longitud puede oscilar entre 18 y 24
bases, contener entre 40 y 60% de G/C, y la temperatura de melting (Tm) variar entre
50y 60 °C (Lustbader, 2015). Los primers forward y reverse del gen PPM1A fueron
disefiados bajo todas estas consideraciones, mientras que el resto de los pares de
primers utilizados en este estudio fueron obtenidos de investigaciones previas donde no
se reportaron inconvenientes de especificidad y eficiencia. Ademas, todos los primers

fueron evaluados en el software PrimerBlast para verificar que se hibriden dnicamente
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con sus secuencias respectivas y que cumplan dichos pardmetros, los cuales se

encuentran detallados en la Tabla 10.

Estandarizacién de sistemas de RT-PCR punto final

La PCR se ha convertido en una técnica indispensable en los laboratorios de
investigacion médica y bioldgica, pues permite detectar y crear millones de copias de
una secuencia de ADN. Por su parte, la RT-PCR es una técnica més sensible para la
deteccion y cuantificacion de ARNm (Dharmaraj, 2017; Saiki et al., 1988). Para esta
investigacion se estandarizaron los ensayos de RT-PCR punto final, para amplificar
fragmentos de los genes de las proteinas de las uniones ocluyentes de células caco-2 y

de los genes de maduracion de monocitos.

Luego de disefiar o elegir los primers apropiados para cada sistema, se deben
optimizar sus temperaturas de hibridacion empleando un analisis de gradiente de
temperatura para determinar la temperatura 6ptima de annealing. Este tipo de analisis
aprovecha la caracteristica que se encuentra en la mayoria de los termocicladores que
permite realizar varias reacciones de PCR a diferentes temperaturas simultaneamente
(Fraga et al., 2014). Es asi que en los ensayos de RT-PCR se probé un rango de

temperaturas de annealing entre 57°C y 63°C.

Con el fin de verificar la especificidad de la reaccidn se debe evaluar los productos de
PCR en un gel de agarosa donde se visibiliza una Unica banda en el tamafio esperado
(Fraga et al., 2014). Para todas las temperaturas probadas en el rango mencionado, se
observaron las bandas del tamafio esperado correspondientes a los productos

especificos de cada gen (Figura 8 y Figura 9).
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Estandarizacion de sistemas de gPCR con SYBR® Green

La PCR cuantitativa en tiempo real o simplemente qPCR, ofrece a los
investigadores una poderosa herramienta para la cuantificacion de acidos nucleicos
debido a su alta sensibilidad y especidad de secuencia, su precision y rapidez y que no
requiere procesamiento posterior a la amplificacion (Wong & Medrano, 2005). Antes de
utilizar la qPCR para cuantificar un gen de interés, se debe tener cuidado de optimizar
las condiciones de reaccion de la PCR a fin de realizar mediciones precisas y confiables
(Fraga et al., 2014). En el presente trabajo, luego de haber verificado la especificidad de
cada sistema mediante los ensayos de RT-PCR punto final, se procedi6 a la
estandarizacién de los ensayos de qPCR con SYBR® Green para la medicion de
expresion de genes de interés en células caco-2 y monocitos humanos tratados en
presencia y ausencia de butirato y LPS, siguiendo las recomendaciones del fabricante

de los kits empleados.

Ya que el fabricante sugiere trabajar con una temperatura de annealing de 60°C
(Applied Biosystems, 2010), a la cual se obtuvo una 6ptima amplificaciéon durante los
ensayos de gradiente de temperatura, se decidi6 ajustar al fase de annealing a dicha
temperatura en los ensayos de qPCR. Respecto a la concentracion final de primers,
también se aconseja usar entre 0,3 y 0,8 UM para cada primer. Considerando que las
concentraciones que son demasiado altas pueden contribuir a la amplificacién de
productos inespecificos, como los dimeros (Fraga et al., 2014), se estandarizaron los

sistemas con cantidades equimolares de primers a 0,4 uM.

Cuando se utilizan colorantes intercalantes como el SYBR® Green, se debe verificar
nuevamente que la amplificacion de PCR sea especifica en las condiciones reales de

gPCR. Esto se realiza mediante la funcién de andlisis de la curva de fusion. Un ensayo
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completamente optimizado contendra un pico de fusibn homogéneo o curva de
melting especifica para el fragmento amplificado que se esta buscando (Bustin & Nolan,
2008; Fraga et al., 2014), como se observa en las Figura 10 y Figura 11, mientras que
en las Tabla 11 y Tabla 12 se muestran las Tm respectivas de cada gen. También se
aconseja evaluar la muestra del control negativo para detectar la presencia de
artefactos de PCR como dimeros de primers o productos mal cebados, los cuales
suelen tener temperaturas de fusién mas bajas que el amplicén objetivo y se observan
como shoulders o picos mas pequefios, sin embargo, es aceptable observar una
pequefia cantidad de formacion de dimero de primers en los controles negativos, mas
no un pico igual al de la muestra (Stratagene, 2004). En la Figura 16 se observan
ligeros shoulders en las muestras correspondienes a las ultimas diluciones, un pico de
dimero de primer es mucho mas comun cuando el templado estd ausente o como en
este caso, al estar la muestra mas diluida la cantidad de templado es menor (Applied

Biosystems, 2014).

Luego de haber establecido la concentracion 6ptima para los primers, es
importante examinar la calidad o rendimiento general del ensayo qPCR en términos de
eficiencia, precision y sensibilidad. La curva estdndar es una herramienta que permite
evaluar estos pardmetros mediante los datos generados a partir de una dilucién en serie
de una templado de control positivo. La pendiente de la curva estandar, que se refiere a
la pendiente del gréfico del valor Ct frente al logaritmo de la cantidad de templado, se
usa para determinar la eficiencia de la reaccién. Una pendiente considerada aceptable
se encuentra entre —3,6 y —3,1 y corresponde a una eficiencia entre 90% y 110% (Bustin
& Nolan, 2008; Fraga et al., 2014; Stratagene, 2004). En las Tabla 18 y Tabla 22 se
detallan los valores de las pendientes que se ubican dentro del rango establecido, asi

como de las eficiencias y porcentajes de eficiencias de amplificacion que se consideran
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aceptables. Para GAPDH, la pendiente es igual a —=3.17 y su eficiencia es 106%,
mientras que los genes evaluados en monocitos tienen pendientes entre -3.47 y —-3.17,

consecuentemente, las eficiencias varian entre 94% y 107%.

En cuanto al parametro de precision, se determina mediante el coeficiente de
correlacién R? que es una medida de qué tan bien se ajustan los datos a la curva
estandar. Los factores que influyen sobre este valor son la precision de las diluciones en
serie, reproducibilidad de pipeteo para cada punto de datos, deteccion de
contaminacion o fluorescencia inespecifica, falta de uniformidad en el bloque térmico.
Ya que el valor de R? refleja la linealidad de la curva estandar, este idealmente debe ser
igual a 1, aunque un coeficiente mayor a 0,98 es aceptable para la mayoria de los
ensayos (Applied Biosystems, 2014; Bustin & Nolan, 2008). Los valores de R?de los
sistemas antes mencionados son éptimos, puesto que son iguales o mayores a 0,98

(Tabla 18 y 22).

Finalmente, sobre el Ultimo pardmetro, la sensibilidad analitica se expresa como
el limite de deteccién (LOD), que se refiere al nimero minimo de copias en una muestra
gue se puede medir con precision con un ensayo (Applied Biosystems, 2014). En el
presente estudio se determinaron los limites de deteccién de los diferentes genes en los
ensayos de sensibilidad analitica, los cuales sefialan que GAPDH puede detectar y
amplificar consistentemente hasta 0,5 pg/uL de ARN. Por otro lado, para los sistemas
evaluados en monocitos, ICAM3 y PPM1A pueden detectar y amplificar hasta una
concentracion de 5 pg/uL, RUNX3 y TNF hasta una concentracion de 0.125 ng/uL y
HPRT1 hasta una concentracion de 0.3 ng/uL de ADNc. No se determinaron los limites
de deteccién en los sistemas ZO1, OCLN y PIGR, los valores de las pendientes, de R?

ni las eficiencias, pues los ensayos de sensibilidad analitica presentaron amplificacion
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en los controles negativos, evidenciando la contaminacion del stock de primers, por lo

gue los datos obtenidos y los valores de Ct no se consideran confiables.

Cuando las eficiencias entre el gen objetivo y el gen de referencia no son
relativamente equivalentes, se recomienda aplicar un modelo matemético que corrija
estas diferencias, ya que en este estudio las eficiencias de los genes varian entre 94% y
107%, para el calculo de los radios de expresion se utilizé el modelo desarrollado por
Pfaffl que combina la cuantificacion y normalizacién de genes utilizando Unicamente las

eficiencias de amplificacion y las diferencias de Ct (M. W. Pfaffl, 2001).

Ensayos de estabilidad de genes de referencia

Para lograr un perfil de expresion preciso y reproducible de genes seleccionados
mediante qPCR, es fundamental para la fiabilidad de todo el ensayo que el gen de
referencia sea estable. Idealmente, un gen de referencia deberia expresarse sin mostrar
cambios bajo las diferentes condiciones experimentales, sin embargo, los genes de
referencia generalmente muestran variabilidad en los niveles de expresion en diferentes
tejidos, enfatizando la importancia de los estudios de evaluacion para identificar aquel
mas estable antes iniciar cualquier estudio de qPCR (Applied Biosystems, 2014;

Reboucas et al., 2013; Sigma-Aldrich, 2013; Vandesompele et al., 2002).

Los genes mas comunmente utilizados son gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), B-actina, B-tubulina, fosfoglicerato quinasa (PGK), ubiquitina
(UBQ), ribosoma proteina 19 (RPL-19), hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT1) y

ARN ribosémico 18S (ARNr 18S) (Reboucas et al., 2013).

Para este estudio se seleccionaron y se evaluaron tres candidatos a genes de

referencia: GAPDH, ACTB y HPRT1, tanto para las células caco-2 como para los
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monocitos. Luego de seguir los protocolos respectivos, se recogieron los datos de los
valores de Ct obtenidos (Tabla 13 y Tabla 14) y se sometieron al andlisis mediante el
software Normfinder. El algoritmo que utiliza este software proporciona un valor de
estabilidad para cada gen, que es una medida directa de la variacion de expresion
estimada que permite evaluar el error sistematico introducido cuando se usa el gen para
la normalizacién, es asi que se selecciona el mejor gen, que es aquel con el valor de
estabilidad mas bajo, correspondiente a una menor variacion de expresion general de
los genes y menor variacion entre grupos de muestras (Andersen, Jensen, & @rntoft,
2004). En las Tabla 15 y Tabla 16 se observan los resultados obtenidos con
NormFinder, donde los valores de estabilidad mas bajos fueron de 0.016 para GAPDH
en células caco y 0.014 para HPRT1 en monocitos, los cuales se seleccionaron como

los genes de referencia para los posteriores ensayos de cuantificacion relativa.

Expresion de ICAM3, PPM1A, RUNX3 y TNF en células THP-1 expuestas a butirato

y a lipopolisacarido

En la presente investigacion se evalué la expresion de genes de maduracién de
monocitos, asi como una citoquina proinflamatoria con el fin de determinar si el butirato
contrarresta el aumento de permeabilidad de las células epiteliales estimuladas con LPS
inhibiendo la diferenciacion de monocitos subepiteliales hacia macréfagos. Para ello, se
extrajo el ARN de células THP-1, se sintetizé cDNA y se realizaron los ensayos de
gPCR como se estandarizaron previamente. Asi, se analiz6 la expresion de los genes

ICAM3, PPM1A, RUNX3 y TNF, mientras que HPRT1 se utiliz6 como gen de referencia.

En los ensayos de gqPCR, la precision puede tener diferentes significados, segun
el nivel de variabilidad que se considera. La repetibilidad hace referencia a la

variabilidad intra-ensayo, expresa la cercania de los resultados obtenidos con la misma
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muestra, utilizando las mismas condiciones de repetibilidad: procedimiento, operador,
sistema de medicién, programacién del equipo, etc. Se espera que la repetibilidad dé la
menor variacion posible en los resultados, la cual se expresa como la desviacion
estandar (DE) o coeficiente de variacion (CV) y (Bustin & Nolan, 2008; Rebane, 2016).
En este estudio, se determind la repetibilidad utilizando la variacion intra-ensayo, la cual
se evalué usando 4 réplicas para cada tratamiento aplicado a las células, de cada dia.
Los CV para cada sistema, ICAM3, PPM1A, RUNX3, TNF y HPRT1, en ningun caso

fueron superiores al 2.99% lo que demuestra la repetibilidad de las reacciones.

En adultos, los fagocitos mononucleares surgen de células hematopoyéticas de
la médula ésea que al ser estimulados por el factor estimulante de colonias de
monocitos (M-CSF) y el factor estimulante de colonias de macréfagos granulocitos (GM-
CSF) maduran en monocitos que circulan en la sangre y se transportan hasta los tejidos
donde se diferencian en macréfagos, principalmente durante eventos inflamatorios

(Abbas, 2015; Dugque Correa & Rojas Lopez, 2007).

Los macro6fagos se activan mediante dos vias, la activacion clasica que se
produce por estimulos microbianos como LPS o citocinas como IFN-y, TNF y GM-CSF
dando lugar a macro6fagos pro-inflamatorios M1, se caracterizan por la produccion de
citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF, IL-6), la liberacion de interleucinas y altos niveles
de intermediarios reactivos de oxigeno (ROI) y 6xido nitrico (NO). Por el contrario, los
macrofagos antiinflamatorios M2 se activan por la via alternativa que resultan de la
exposicién celular a IL-4, IL-13, IL-10, M-CSF, entre otros (Mantovani, Sica, & Locati,

2005; Saqib et al., 2018).

Los macrofagos expresan en su superficie una gran variedad y cantidad de

receptores que reconocen un amplio espectro de microbios, entre estos se encuentran
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los receptores tipo toll (TLR). El LPS interactta especificamente con el receptor TLR4,
gue da paso a la activacion de varias vias de transmision de sefiales y posteriormente a
factores de transcripcion que inducen la expresion de genes que codifican moléculas
requeridas para las respuestas inflamatorias. Estas moléculas incluyen citocinas como
el TNF, moléculas de adhesion endotelial, entre otras (Abbas, 2015). Como se detalla
en el Capitulo 2 correspondiente a la metodologia de este trabajo, se afiadié LPS al
cultivo celular dual. En los pocillos de la placa, donde las células caco-2 aun no ha
formado la monocapa, el LPS atraviesa la membrana del inserto transwell sobre la cual
crecen las células caco-2, se une a los receptores de los monocitos que se encuentran

debajo y estimula la activacién de los monocitos clasicos M1.

RUNX3 es un gen que codifica una proteina de la familia de factores de
transcripcion que contiene el dominio Runt. Un heterodimero de esta proteina y una
subunidad beta forman un complejo que se unen a varios potenciadores y promotores, y
puede activar o suprimir los procesos de transcripcion (Levanon, Eisenstein, & Groner,
1998). Por otro lado, ICAM3 codifica una proteina de la familia de moléculas de
adhesion intercelular. Esta proteina es expresada de manera constitutiva y abundante
por todos los leucocitos y funciona no solo como una molécula de adhesion, sino

también como una potente molécula de sefalizacién (de Fougerolles & Springer, 1992).

En investigaciones realizadas por Estecha y colaboradores (2012) demostraron
gue los factores de la familia RUNX, como RUNX3 regulan la actividad del promotor
ICAM3. Para ello interrumpieron los sitios de union a RUNX dentro del promotor de
ICAMS3 y observaron un aumento significativo en la actividad de dicho promotor. En otro
ensayo, evaluaron el nivel de expresion de ICAM3 en ARNm de células THP-1 a las
cuales se introdujeron ARN de interferencia pequefios (ARNip) especificos para

RUNXS3, al silenciar este gen se observo una disminucion de su expresion en mas del
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50% mientras que los niveles de ICAM3 aumentaron. También analizaron la expresion
de ICAM3 en ARNm de monocitos y en macrofagos diferenciados en fenotipos M1y
M2, detectando que la expresion de ICAM3 disminuyé considerablemente en ambos
tipos de macroéfagos, lo que indica que la regulacion negativa de ICAM3 esta vinculada
a diferenciacién de monocitos a macréfagos. La proteina RUNX3 se examiné en
paralelo en los macré6fagos M2, y se observé que su nivel de expresion aument6. Con
todos estos resultados concluyeron que la expresion de RUNX3 e ICAM3 estan
inversamente correlacionadas (Estecha et al., 2012; Puig-Krdger et al., 2010).
Resultados similares se encontraron en el presente estudio, pues al observar los radios
de ambos genes, se evidencia que, para todos los tratamientos, mientras la expresion
de ICAM3 se inhibe con respecto al control, el nivel de expresion de RUNX3 aumenta

(Figura 25 Ay B).

Analizando cada tratamiento de manera individual, en células tratadas con
butirato + LPS, las pruebas estadisticas confirman que RUNX3 se expresa de manera
significativa en el dia 7, un indicador de que los monacitos se encontraban
diferenciandose hacia macrofagos, mientras que la expresion en los dias 14 y 21 con
respecto al control es menor y no significativa (Figuras 25B y 26B, Tabla 28 y 29), esto
guiere decir que, aunque las células recibieron LPS, el butirato contribuyé a la formacion
de la monocapa en las células caco-2 impidiendo que el LPS atraviese la membrana y
gue estimule a los monocitos. Analizando para el mismo tratamiento, la inhibicién de
ICAM3 en el dia 7 es significativa, en el dia 14 y 21 aumentan, siendo significativa la
diferencia entre los dias 7 y 21 (Figuras 25A y 26A, Tabla 28 y 29), esto va en
concordancia con lo encontrado en RUNX3, mientras en el dia 7 las células THP-1 no
expresaban niveles altos de ICAM3 porque se encontraban en proceso de maduracion,

en el dia 21 ya no se encontraban diferenciandose.
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En el tratamiento solo con butirato se encontré que la expresion de RUNX3 en el
dia 7 fue significativamente menor con respecto al butirato + LPS, y menor aunque no
significativo con respecto al control, mientras que la expresion en los dias 14 y 21
aumentaron, en este caso al no haber la estimulacion con LPS las células no
expresaron niveles significativos de RUNX3. De igual forma, el nivel de expresiéon en
ICAM3 en células tratadas con butirato en el dia 7 es menor con respecto a las no
tratadas, mientras que en los dias 14 y 21 aumentaron. Esto quiere decir que, aunque
se observan mayor expresion con butirato no hacen una diferencia con respecto al
control. Sin embargo, al comparar la expresion entre tratamientos en los 3 dias, hay una
expresion significativa en las tratadas con butirato respecto a las tratadas con butirato +
LPS (Figuras 25A y 26A, Tabla 28 y 29), lo que quiere decir que el butirato si hizo una

diferencia.

En el tratamiento solo con LPS ocurre lo mismo que en el tratamiento con
butirato + LPS, aqui cabe destacar que tanto la expresiéon en el dia 7 para RUNX3 con
respecto al control, como la diferencia entre el dia 7 y 21 son significativas (Figuras 25B
y 26B, Tabla 28 y 29), en este caso la formacion de monocapa de células intestinales ya
se ha formado, lo que impiden el paso de LPS, al no estimular los monocitos disminuye
la expresion de RUNXS. La inhibicién de ICAM3 en el dia 7 con respecto al control es
significativo, al igual que la diferencia de expresion en el dia 7 vs dias 14y 21, en los
cuales sus radios aumentan (Figuras 25A 'y 26A, Tabla 28 y 29),, corroborando lo

anteriormente mencionado.

El gen PPM1A codifica en humanos la proteina fosfatasa dependiente de
Mg2+/Mn2+ 1A. Esta enzima pertenece a la familia PP2C de proteinas fosfatasas

Ser/Thr que se caracteriza por ser un regulador negativo de las vias de respuesta al
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estrés celular, puede desfosforilar quinasas dependientes de ciclina y, por tanto, puede

participar en el control del ciclo celular (Mann, Campbell, McGowan, & Cohen, 1992).

Experimentos de manipulacion genética realizados por Smith y colaboradores
(2018) demostraron que la sobreexpresion de PPM1A atenu6 el programa de
diferenciacion de macréfagos, alterando la adherencia celular, ademas de que reduce la
expresion de marcadores inflamatorios especificos de macréfagos M1 e inhibe la
produccion de citocinas como TNF. En células THP-1, los niveles de proteina PPM1A
aumentaron hasta 8 veces en el transcurso de un periodo de diferenciacion de 9 dias
inducido por forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), lo mismo ocurrié cuando fue inducida
con LPS, la produccion de TNF fue 10 veces menor en los macréfagos que
sobreexpresan PPM1A estimulados con LPS en comparacion con los células THP-1 no
modificadas. Por otro lado, la eliminacién de la expresion de PPM1A acelero la
capacidad de los monocitos para diferenciarse en macréfagos y en monocitos THP-1
aumento6 notablemente la produccién de TNF después de la diferenciacién inducida por
PMA. Con estos resultados concluyeron que PPM1A es una fosfatasa clave que
funciona como un regulador para controlar la diferenciacién de monocitos a macréfagos
y sirve como un punto de control molecular para prevenir la polarizacion excesiva de
macrofagos de tipo M1 y asi limitar la respuesta inflamatoria (Smith et al., 2018). Un
comportamiento similar mostraron las muestras de ARNm analizadas en esta
investigacion, en las Figura 25C y 25D se observa que los radios de expresion de TNF
son aproximadamente 5 veces mayor a la expresion de PPM1A en las muestras que

fueron estimuladas con LPS, con o sin butirato.

Los mecanismos de activacion de la transcripcién del gen TNF han sido objeto
de intensa investigacion in vivo e in vitro, en donde se ha demostrado que el TNF no se

secreta a partir de las reservas intracelulares, sino que se sintetiza de novo y es
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secretado por macrofagos en respuesta a un estimulo eficaz, como el LPS bacteriano

(Drouet, Shakhov, & Jongeneel, 1991; Takashiba et al., 1999).

En la Figura 25D se observa que en efecto, los monocitos respondieron ante el
estimulo de LPS, pues su expresion en los tratamientos con butirato + LPS, aumentaron
significativamente, alrededor de 5 veces con respecto al control en los 3 dias de
tratamiento, mientras que en el tratamiento con LPS la expresion aumento

aproximadamente 4 y 3 veces con respecto al control en los dias 7 y 14, respectivamente
(

Tabla 29). El nivel de expresién de TNF en las células tratadas con butirato +
LPS es significativamente mayor que las tratadas con butirato solamente, para los 3
dias. Aunque las tratadas con LPS también son mayores que las tratadas con butirato,
estas no son significativas. En las células tratadas con butirato + LPS y con LPS, hay
una mayor expresion significativa en el dia 14 vs el 21, en cambio en las tratadas con
butirato en cambio muestran una menor expresion que es considerable frente al dia 21
(Figuras 25D y 26D, Tabla 28 y 29). Estos resultados sugieren que los monocitos
secretan TNF como respuesta al LPS y que sin su estimulo su expresion es

significativamente menor.

En concordancia con los resultados de Smith y colaboradores, el nivel de
expresion de PPM1A fue menor cuando el nivel de expresion de TNF era alto, ademas
en ningun caso la expresion de PPM1A fue significativo con respecto al control en los 3
dias, tanto con butirato + LPS, como con LPS solamente fue menor al control mientras
gue con butirato fue mayor. Hubo una expresion mayor en el dia 21 frente al 14 en las
muestras tratadas con butirato y en las tratadas con LPS, las diferencias en las expresion

entre butirato y LPS en todos los dias, ademas de ser contrarias son significativas (

Tabla 29). Estos resultados quieren decir que el butirato solo aplicado a las
células caco-2, favorece su diferenciacion, lo que impiden que el LPS atraviese la

membrana permitiendo la expresion de PPM1A e inhibiendo la expresién de TNF.
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Se debe considerar que en aquellos casos donde la expresion de los genes fue
la esperada en el dia 21 de manera significativa, se debe a que las células caco-2 luego
de alcanzar la confluencia, comienzan a diferenciarse de manera espontaneay luego de
un periodo de 18 a 21 dias presentan microvellosidades en el lado apical, formando la
monocapa de células que simula el epitelio intestinal (Lea, 2015). Por lo tanto,
independientemente de la exposicion al butirato, las células mostraron una menor
expresion de RUNX3 y TNF en el dltimo dia de tratamiento, ya que la formacion
espontanea de la monocapa de enterocitos impidi6 la translocacién y consecuente

estimulacién con LPS en células THP-1.

Expresion de las proteinas de las uniones ocluyentes

Las células epiteliales tienen la capacidad para organizarse a través de la
adhesion célula-célula en un epitelio funcional que cumple el propdsito de una barrera
protectora. Los contactos entre células adyacentes se componen de uniones estrechas
(TJ) cuyas proteinas como la ZO1 y ocludina, estan involucradas en la regulacion de
varias funciones celulares, incluida la proliferacion, diferenciacién y migracién (Bhat et
al., 2019). El receptor de inmunoglobulina polimérico (plgR) es otra proteina
transmembrana que se encuentra principalmente en el revestimiento epitelial del tracto
gastrointestinal y facilita el transporte de isoformas poliméricas solubles de la
inmunoglobulina Ay los inmunocomplejos (Kaetzel, 2005). Uno de los objetivos de esta
investigacion era medir el nivel de expresion de los genes que codifican estas proteinas,
Z0O1, OCLN y PIGR, respectivamente. Sin embargo, por problemas de contaminacion
en los primers y por razones técnicas no se pudo completar la estandarizacion de los

ensayos de gPCR ni la cuantificacion relativa de estos sistemas.
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Varios estudios han demostrado que la expresion de PIGR esta sometida a una
fuerte regulacion de citocinas, hormonas y estimulos patdégenos (Asano & Komiyama,
2011; Kaetzel, 2005), al igual que las proteinas de la TJ, que se encuentran bajo la
amenaza moléculas proinflamatorias, virus y bacterias patdégenos que desencadena la
inflamacion y el desarrollo de enfermedades, lo que se traduce en la pérdida de la
funcion de barrera de las uniones ocluyentes y en el aumento de los niveles de citocinas

proinflamatorias y desregulacioén inmunitaria (Bhat et al., 2019; Lea, 2015).

En el estudio realizado por Peng y colaboradores (2009) demostraron que existe
una relacion entre los AGCC como el butirato de sodio con el desarrollo y
mantenimiento de la barrera intestinal, mejorandola, ya que regula el ensamblaje de
uniones estrechas. Este proceso dinamico esta mediado por la activacion de proteina

guinasa activada por AMP (AMPK) (Peng, Li, Green, Holzman, & Lin, 2009).

En base a los estudios mencionados y a los resultados obtenidos en la presente
investigacion en la linea celular de monaocitos, se sugiere que los niveles expresion de
Z01, OCLN y PIGR en células caco-2 tratadas con butirato sean significativamente
mayores con respecto a células sin exposicidn, mientras que en las células estimuladas

con LPS se inhiban debido a una menor diferenciacion de las células.
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Capitulo 5: Conclusiones

El sistema de cultivo celular dual constituye un modelo apropiado para evaluar el
efecto del butirato sobre células caco-2, ya que permite imitar las condiciones del
epitelio intestinal humano, estudiar el transporte y absorcién de moléculas y la

respuesta de las células con las que son co-cultivadas.

La estandarizacion de los ensayos de RT-PCR punto final permitieron definir las
concentraciones y temperaturas 6ptimas para la amplificacion eficiente de los genes en
estudio, ademas la electroforesis en gel de agarosa permitio evaluar la especificidad de

los sistemas evaluados en células caco-2 y THP-1.

Los ensayos de estabilidad de genes de referencia, asi como su respectivo
analisis estadistico permitieron identificar a GAPDH y HPRT1 como los genes
normalizadores 6ptimos para células caco-2 y THP-1, respectivamente, ya que fueron

los que menor valor de variabilidad presentaron.

Los ensayos de sensibilidad analitica permitieron determinar la capacidad de
deteccién de acido nucleico, asi como las eficiencias de los genes GAPDH, ICAM3,

RUNX3, TNF y HPRTL, las cuales se encontraban dentro del rango aceptable.

En la estadarizacion de los sistemas de qPCR evaluados en células caco-2
presentaron amplificacién en los controles sin templado, debido a la contaminacion de
sus respectivos primers, por lo que no fue posible optimizar estos sistemas ni realizar su

analisis de expresion cuantitativa.

Los sistemas de qPCR evaluados son precisos y reproducibles pues muestran

una variabilidad intra-ensayo aceptable que no supera el 3% en todos los genes.
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Los ensayos de gPCR con SYBR Green permitieron evaluar el nivel de
expresion de los genes de maduracion de monocitos ICAM3, RUNX3, PPM1A y de la
citocina TNF en células THP-1 estimuladas con LPS dentro del sistema de cultivo
celular dual, en presencia y ausencia de butirato, cuyo analisis constituye una forma

indirecta de evaluar el efecto del butirato sobre células epiteliales de intestino.

El andlisis estadistico mediante pruebas no paramétricas permitié hacer
comparaciones multiples de medias e identificar los niveles de expresion e inhibicion

significativos de los genes evaluados en la linea celular monocitica.

Los niveles de expresion de todos los genes evaluados en el presente estudio
corresponden a la respuesta biolégica que se esperaba, de manera general, a medida
gue RUNXS3 incrementa, ICAM3 se inhibe, mientras que la sobre expresion de TNF

concuerda con un nivel bajo en el radio de PPM1A.

El incremento del nivel de expresion de ICAM3 y la disminucion de RUNX3 a
partir del dia 14 en células tratadas con butirato y LPS, la diferencia significativa en la
expresion de PPM1A entre muestras tratadas con butirato y las tratadas con LPS en el
dia 14 y en el dia 21, y la diferencia significativa en la expresion de TNF entre células
tratadas con butirato mas LPS y tratadas con butirato son los resultados que sugieren
gue el butirato de sodio contrarresta el aumento de la permeabilidad de las células

epiteliales inhibiendo la diferenciacién de monocitos subepiteliales hacia macréfagos.

Una expresion mayor de ICAM3 y de PPM1A en células tratadas con butirato
mas LPS con respecto a las muestras sin tratamiento (control), una mayor expresion de
PPM1A en comparacion con TNF en células tratadas con butirato y una menor
expresion de TNF en células tratadas butirato frente a las tratadas con LPS son

resultados que también sugieren el favorecedor efecto del butirato de sodio sobre el
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mantenimiento de la barrera intestinal, sin embargo, estas variaciones no son

significativas.

La disminucién en el radio de expresion de TNF en células tratadas con butirato
y LPS y de RUNX3 en muestras tratadas con LPS en el dia 21 y el aumento de ICAM3
a partir del dia 14 en células tratadas con LPS sugieren que las células caco-2
alcanzaron la confluencia y se diferenciaron formando la monocapa epitelial, ya que
habia transcurrido el periodo necesario para que estas células maduren

espontaneamente.

En base a los resultados obtenidos en los monocitos, se presume que el nivel de
expresion de las proteinas de las uniones ocluyentes es mayor en las células que

fueron tratadas con butirato en comparacion con las que fueron tratadas solo con LPS.
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Capitulo 6: Recomendaciones

Realizar la caracterizacion morfolégica de la monocapa de células caco-2

mediante técnicas de microscopia electronica.

Realizar la cuantificacion relativa de los genes que codifican las proteinas de las
uniones ocluyentes para evaluar de manera directa y corroborar que el butirato de sodio
estimula la diferenciacion de las células de epitelio intestinal, aumentando la expresion

de dichas proteinas, por lo tanto, mejorando la funcién de barrera intestinal.

Reproducir los ensayos de cuantificacion relativa realizados en esta
investigacion para evaluar el efecto que ejerce el butirato producido por una cepa

probiotica de Saccharomyces boulardii modificada genéticamente.
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