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RESUMEN

En los dltimos afios, los organoides han sido considerados como una de las innovaciones
revolucionarias del mundo cientifico, ya que se trata de un gran avance en la investigacion
bioldgica y biomédica moderna. El desarrollo del modelo organoide pretende simular la
fisiologia y procesos bioquimicos de un ser vivo desde una perspectiva molecular hasta un
enfoque celular, tisular y orgénico, razon por la cual son denominados como “mini-6rganos”.
Los organoides intestinales cobran gran importancia en estudios bioquimicos Yy
farmacologicos, debido a que son considerados como modelos 3D que permitirian la
evaluacion de la eficacia y seguridad de compuestos. El presente estudio pretende lograr la
conformacion del cultivo organoide de colon expuestas al medio condicionado L-WRN y
despliega el andlisis de proliferacion y diferenciacion celular de células madre adultas
haciendo uso de biomarcadores de proliferacion (Ki67) y de células madre (LGR5); ademas
de la evaluacién de la expresion del receptor de tiamina 1 (THRZ1). La obtencion de
organoides surgid a partir del aislamiento de criptas intestinales de colon murino C57BL/6J
sometidas a un cultivo 3D. Paralelamente, se cultivd otra linea celular denominada “L-
WRN?” gue nos permite la obtencién del medio condicionado L-WRN, el cual permiti6 el
cultivo de células madre presentes en los organoides. El andlisis de la expresion genética de
MKi67, LGR5 y SLC19A2a a partir de ARNm haciendo uso de PCR cuantitativa en tiempo
real (RT-qgPCR) permitio identificar el lote de medio condicionado L-WRN més adecuado
para el ensayo. El biomarcador de proliferacion Ki67 tuvo gran expresion relativa en el lote
1 con respecto al lote 3, con una diferencia significativa de 0.8255 (P < 0.05, IC 95%); asi
también como la expresion del biomarcador de células madre LGR5 fue favorecida por lote
Ancient, siendo la diferencia significativa mas alta con respecto al lote 3, dando por resultado
0.9745 (P < 0.05, IC 95%). La expresion del gen SLC19A2 para el receptor de tiamina 1
(THR1) estuvo presente en los cuatro grupos de estudio y en mayor proporcién en el Gltimo
lote de medio condicionado L-WRN, el cual obtuvo la diferencia significativa mas
considerable con respecto al lote Ancient, con un valor numérico de -1.794 (P < 0.05, IC
95%).

PALABRAS CLAVE: Organoides, células madre, criptas intestinales, medio condicionado
L-WRN, MKi67, LGR5, SLC19A2a.
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ABSTRACT

In recent years, organoids have been considered as one of the revolutionary innovations in
the scientific world, as they are a breakthrough in modern biological and biomedical
research. The development of the organoid model aims to simulate the physiology and
biochemical processes of a living being from a molecular perspective to a cellular, tissue and
organelle approach, which is why they are referred to as "mini-organs”. Intestinal organoids
are of great importance in biochemical and pharmacological studies because they are
considered as 3D models that would allow the evaluation of the efficacy and safety of
compounds. The present study aims to achieve the conformation of colon organoid culture
exposed to L-WRN conditioned medium and deploys the analysis of proliferation and cell
differentiation of adult stem cells using proliferation biomarkers (Ki67) and stem cells
(LGR5); in addition to the evaluation of thiamine receptor 1 (THR1) expression. The
organoids were obtained from the isolation of intestinal crypts from C57BL/6J murine colon
subjected to 3D culture. In parallel, another cell line called "L-WRN" was cultured, allowing
us to obtain the L-WRN conditioned medium, which allowed the culture of stem cells
present in the organoids. Gene expression analysis of MKi67, LGR5 and SLC19A2a from
mRNA using real-time quantitative PCR (RT-gPCR) allowed us to identify the most suitable
batch of L-WRN conditioned medium for the assay. The proliferation biomarker Ki67 had
high relative expression in batch 1 with respect to batch 3, with a significant difference of
0.8255 (P < 0.05, 95% CI); as well as the expression of the stem cell biomarker LGRS was
favored by batch Ancient, with the highest significant difference with respect to batch 3,
resulting in 0.9745 (P < 0.05, 95% CI). The expression of the SLC19A2 gene for thiamine
receptor 1 (THR1) was present in all four study groups and in higher proportion in the last
batch of L-WRN conditioned medium, which obtained the most considerable significant
difference with respect to the ancient batch, with a numerical value of -1.794 (P < 0.05, 95%
Cl).

KEYWORDS: Organoids, stem cells, intestinal crypts, L-WRN conditioned medium,
MKi67, LGR5, SLC19A2a.
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SOMMAIRE

Ces derniéres années, les organoides ont été considérés comme l'une des innovations
révolutionnaires du monde scientifique, car ils constituent une percée dans la recherche
biologique et biomédicale moderne. Le développement du modéle organoide vise a simuler
la physiologie et les processus biochimiques d'un étre vivant d'un point de vue moléculaire a
une approche cellulaire, tissulaire et organelle, raison pour laquelle on les appelle des "mini-
organes”. Les organoides intestinaux sont d'une grande importance dans les études
biochimiques et pharmacologiques, car ils sont considérés comme des modeles 3D qui
permettraient d'évaluer l'efficacité et la sécurité des composés. La présente étude vise a
réaliser la conformation d'une culture organoide du cdlon exposée au milieu conditionné L-
WRN et déploie l'analyse de la prolifération cellulaire et de la différenciation des cellules
souches adultes en utilisant des biomarqueurs de prolifération (Ki67) et des biomarqueurs de
cellules souches (LGR5); en plus de I'évaluation de l'expression du récepteur 1 de la
thiamine (THR1). Les organoides ont été obtenus a partir de l'isolement de cryptes
intestinales du cdlon de souris C57BL/6J soumises a une culture en 3D. En paralléle, une
autre lignée cellulaire appelée "L-WRN" a été cultivée, ce qui nous a permis d'obtenir le
milieu conditionné L-WRN, lequel a permis la culture des cellules souches présentes dans
les organoides. L'analyse de I'expression génétique de MKi67, LGR5 et SLC19A2a a partir
de 'ARNm par PCR quantitative en temps réel (RT-qgPCR) nous a permis d'identifier le lot
de milieu conditionné L-WRN le plus approprié pour le test. Le biomarqueur de prolifération
Ki67 présentait une expression relative élevée dans le lot 1 par rapport au lot 3, avec une
différence significative de 0,8255 (P < 0,05, IC 95 %); de méme, l'expression du
biomarqueur de cellules souches LGR5 était favorisée par le lot Ancien, avec la différence
significative la plus élevée par rapport au lot 3, résultant en 0,9745 (P < 0,05, IC 95 %).
L'expression du gene SLC19A2 du récepteur 1 de la thiamine (THR1) était présente dans les
quatre groupes d'étude et dans une proportion plus élevée dans le dernier lot de milieu
conditionné L-WRN, qui a obtenu la différence significative la plus considérable par rapport

a I'ancien lot, avec une valeur numérique de -1,794 (P < 0,05, IC 95 %).

Keyword: Organoides, cellules souches, cryptes intestinales, milieu conditionné L-WRN,
MKi67, LGR5, SLC19A2a.
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

BCKDc a-cadena ramificada deshidrogenasa

BCQDc Complejo 2-oxo-acido deshidrogenasa de cadena ramificada
BMP Proteina morfogenética 6sea (Bone morphogenetic protein)
BMPr-I Receptores tipo | de la BMP

BMPr-11 Receptores tipo Il de la BMP

Buffer Solucién amortiguadora, tampon

CA Cavidad abdominal

CBC Células columnares de la base de la cripta

CE Células epiteliales

Ciclo TCA Ciclo de acido tricarboxilico

CK1 Caseina quinasa 1

CMEh Ceélulas madre embrionarias humanas

CMPi Células madre pluripotentes inducidas

CP Cavidad pélvica

dNTP desoxirribonucledtidos trifosfatados

EGF (FCE) Factor de crecimiento epidermal (Epidermal Growth Factor)
EGFr Receptor del factor de crecimiento epidérmico

E EGF

EN EGF/Noggin

ENR EGF/Noggin/Rspo

ENR+iWnt EGF/Noggin/Rspo mas inhibicion de Wnt

F-6-P Fructosa 6 fosfato

G Glucosa

G-6-P Glucosa 6 fosfato

GA-3-P Gliceraldehido 3 fosfato
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GABA Acido gamma-aminobutirico
Gremlin1  Proteina inhibidora e la via de sefializacion de TGF-3
GSK3 Glicogeno sintasa quinasa 3

HACL1 2-hidroxiacil-CoA liasal

INSERM Institut national de la santé et de la recherche médicale
ISC Células madre intestinales (Intestinal Stem Cells)
KGDH a-ketoglutarato deshidrogenasa

Ki-67 proteina marcadora de la proliferacion

LED Diodos de emision de luz

LGR5 Receptor 5 acoplado a la proteina G con repeticiones ricas en leucina
(Leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 5)
NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

OGDHc Complejo oxoglutarato deshidrogenasa

P fosforilacion

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDH Piruvato deshidrogenasa

PDHc Complejo piruvato deshidrogenasa

Primers Oligonucleotidos, cebadores

R-5-P Ribosa 5 fosfato

Rspo R-espondina

RT-PCR Transcripcion reversa en tiempo real de la PCR

RT-gPCR  Transcripcion reversa en tiempo real de la PCR cuantitativa

Smad Proteinas que actian como factores de transcripcion, ligado al TGF-3
SYBR Green Reportero

T Tiamina

TCL/LEF  Factor de células T/Factor de union al potenciador linfatico

TGF-p Factor de crecimiento transformante beta (Transphormate growth
factor Betha)

THR1 Receptor de tiamina 1

THR2 Receptor de tiamina 2
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TKase Trasketolasa

Tm Temperatura de Melting/ hibridacion
TPK1 Tiamina pirofosfoquinasa

TTP Pirofosfato de tiamina, forma activa
Ub Ubiquitina

UMR Unidad mixta de investigacion

W Senal Wnt

W+ENR Whnt exdgeno mas ENR
a-CG Alfa-cetoglutarato

p-cat Beta-catenina
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL. -

Conformar un sistema de cultivo organoide de colon murino a través del aislamiento
de criptas intestinales ricas en células madre haciendo uso de medios de cultivo

preparados durante el trabajo de investigacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS. -

e Analizar la proliferacion y diferenciacion celular en organoides de colon
murino expuestas al medio condicionado L-WRN, haciendo uso de
biomarcadores de proliferacion (MKi67) y de células madre adultas
(LGR5) cuantificados por RT-qPCR.

o Identificar el lote del medio condicionado L-WRN que favorece la
expresion de la proteina marcadora de la proliferacion celular (Ki67) y
beneficia la diferenciacion de células madre codificadas por el gen LGR5
en organoides coldnicos murinos.

e Evaluar la expresion del receptor de tiamina 1 (THR1) codificado por el

gen SLC19A2 en organoides de colon murino mediante RT-qPCR.
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HIPOTESIS

Ya que los organoides de colon murino poseen las caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas del intestino, simulando un mini 6rgano in vitro, que estd en constante
renovacion celular. Es posible que sea un buen modelo para el estudio de
proliferacion celular, diferenciacion de células madre adultas y expresion de

receptores a nivel molecular.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 [ELINTESTINOY SUROL EN EL SISTEMA DIGESTIVO
El sistema digestivo del ser vivo es el encargado de procesar los alimentos y/o
farmacos, extraer los nutrimentos o compuestos activos y eliminar los residuos (1).

Las funciones del sistema digestivo se pueden clasificar en 5 etapas:

1. Ingestion. Etapa que consiste en la administracion de los alimentos o
farmacos en el cuerpo.

2. Digestion. El desdoblamiento de los alimentos o farmacos por acciones
motoras y quimicas para convertirla en una forma sostenible para el
organismo.

3. Absorcién. La captacion de moléculas nutritivas o principios activos en las
células epiteliales (CE) del tubo digestivo para ser transportadas a la sangre o
linfas.

4. Compactacion. Absorcién de agua y asentar los residuos en lo que seran las
heces.

5. Defecacion. Evacuacion de heces.

El aparato digestivo esta subdividido anatomicamente en el tubo digestivo y los
Organos accesorios. Los 6rganos accesorios son los dientes, lengua, glandulas
salivales, higado, vesicula biliar y pancreas. El tubo muscular se extiende desde la
boca, pasando por la faringe, el esofago, el estdmago, el intestino delgado, el
intestino grueso Yy finaliza en el ano (1). Por tanto, es correcto decir que el intestino
delgado cumple la importante funcion de absorcion de nutrientes y principios
activos; y el intestino grueso, ademas de cumplir con la funcién de absorcién,
también es el 6rgano encargado de la compactacion. Es necesario precisar que la
fisiologia intestinal en genética humana y murina es similar (2).

1.1.1 Anatomia macroscépica del intestino

El intestino delgado, lugar donde se lleva a cabo la digestion quimica (en su mayoria
gracias al actuar de los &cidos biliares) y la absorcion, es la parte mas extendida del
tubo digestivo midiendo entre 2.7 a 4.5 m de longitud y 2.5 cm de didmetro. Esté
dividida en: duodeno (25 cm), yeyuno (1 — 1.7 m) e ileon (1.6 — 2.7 m). El intestino
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grueso, lugar donde ocurre parte de la absorcion y la compactacion, mide
aproximadamente 1.5 m de longitud y 6.5 cm de didmetro. Estd conformado por 4
regiones: ciego, colon, recto y conducto anal (1). En el fondo genético murino
C57BL/6 el intestino mide de 35 a 45 cm (2).

El colon esta ubicado entre la union ileocecal y el recto (excluyendo el ciego, el recto
y el conducto anal). Esta subdividido en tres regiones: el colon ascendente que inicia
en la valvula ileocecal y se extiende hacia arriba en el lado derecho de la cavidad
abdominal (CA) y da un giro de 90° en el &ngulo colico derecho (hepatico),donde se
convierte en el colon transverso que se encuentra en sentido horizontal a la CA
superior donde da un segundo giro de 90° hacia abajo en el angulo colico izquierdo
(esplénico) para convertirse en el colon descendente que se extiende hacia abajo por
el lado izquierdo de la CA; y finalmente en la cavidad pélvica (CP),que es mas
estrecha que la CA, el colon dar& un ultimo giro en sentido medial hacia abajo que
dara lugar a un segmento en forma de “S” que sera denominado como colon

sigmoide (1).

1.1.2 Anatomia microscopica del intestino

El intestino delgado requiere una gran superficie interna para lograr una digestion y
absorcion eficiente. Es por ello por lo que el tamafio de la superficie de absorcion es
una caracteristica que distingue a este 6rgano ya que posee una gran longitud que se
multiplica por tres tipos de extensiones o pliegues internos: los pliegues circulares
(2 en 3), las vellosidades (1 en 10) y microvellosidades (1 en 20). Estos pliegues y
extensiones estan distribuidos a lo largo del intestino delgado, siendo el yeyuno el
lugar donde se encuentran los pliegues mas largos y transversos de hasta 10 mm de
alto, denominados como pliegues circulares. Las vellosidades tienen una
morfologia similar a la de un dedo pudiendo medir de 0.5 a 1.0 mm de alto, esta
conformado por 2 principales tipos de células: enterocitos cilindricos y células
calciformes. Los enterocitos a su vez poseen un borde externo en forma rugosa con

microvellosidades de 1um de alto (1,3).

En la Figura 1 se pueden observar las caracteristicas de la base del intestino delgado,
entre los pliegues y vellosidades, se pueden observar un gran nimero de poros que
simulan la apertura de glandulas en forma de tubo las que se denominan las criptas
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REPOSITORIO DE

intestinales (criptas de Lieberkihn). Estas criptas se pueden diferenciar
anatdbmicamente en 2, segin su conformacién celular: la mitad superior que esta
conformada por enterocitos, enteroendocrinos y células calciformes (similar a las
vellosidades), y la mitad inferior donde se encuentran los citoblastos en divisién
(multiplicacion celular). Dentro de cada cripta intestinal se pueden encontrar un
nimero reducido de células de Paneth las cuales son las encargadas de la

Crypt .
. ‘
" " o e

" ”

segregacion de proteinas defensivas contra bacterias invasoras de mucosa

(defensinas, lisozimas y fosfolipasas) (1,4).

Figura 1 Anatomia microscopica de la Cripta Intestinal. A. EI lumen intestinal donde se diferencia las vellosidades,
microvellosidades y criptas intestinales irrigadas por vasos sanguineos para la correcta absorcién de compuestos. B.
Descripcion de la conformacion celular e identificacion de las células madre en el fondo de la cripta (1,3).

El intestino grueso a diferencia del intestino delgado posee la mucosa con un
epitelio cilindrico simple (excepto en la mitad inferior del conducto anal), ademas de
no presentar pliegues ni vellosidades. Sin embargo, las criptas intestinales de colon si
estaran presentes con mayor profundidad que las criptas intestinales del intestino
delgado, del mismo modo se aprecia mayor cimulo de células calciformes. El
intestino grueso esta cubierto por tejido linfatico, el cual cumple la funcion de

proteccion bacteriana (1,3,4).

La importancia de estudiar el intestino se centra en que es el drgano donde se da la
digestion y absorcion de nutrientes, vitaminas y farmacos. Ademas de ser el 6rgano
por excelencia que esta en constante renovacion celular. Estudiar a profundidad la
absorcién de compuestos en este 6rgano ha sido de gran ayuda en diversas areas de la
salud para identificar y diagnosticar enfermedades relacionadas a la mala absorcion

de nutrientes; del mismo modo es de vital importancia en la industria farmacéutica
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debido a que es el lugar donde se llevan a cabo los estudios farmacocinéticos y

biofarmacéuticos de medicamentos.

1.2 ORGANOIDES

Los organoides estan siendo un grupo de estudio muy interesante y prometedor en el
sector cientifico de los ultimos afios, llama la atencién cuando diversas publicaciones
los describen como drganos en miniatura (mini-6rganos) (5-7). Un organoide es
producto del cultivo de células madre con una técnica especial denominada como
cultivo celular 3D, el cual favorece la conservacion de caracteristicas del entorno de
origen permitiéndole a las células especificas de los 6rganos crecer e interactuar
simulando lo que ocurriria in vivo (6,8,9).

La organogénesis en el ser humano se lleva a cabo entre la 4ta y 8va semana después
de la fecundacion, en el proceso se observan dos eventos importantes para la
formacion de organos: la migracion y la diferenciacion celulares. Estos eventos
estan establecidos en tiempo y espacio, y pueden ser reproducidos en los organoides
(8). Por tanto, para ser catalogados como organoide se debe cumplir con 3

caracteristicas:

1. El organoide debe estar constituido por méas de un tipo de células del 6rgano
original.

2. El organoide debe presentar caracteristicas especificas del 6rgano de origen.

3. Las células dentro del organoide deben estar organizadas de una manera

similar al 6rgano original.

Los organoides tienen como base estructural a las células madre, las cuales son las
encargadas de su formacion y desarrollo. Las células madre pueden ser diferenciadas
en las células madre embrionarias humanas (CMEh) y las células madre
pluripotentes inducidas (CMPi) (8).
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Figura 2 Organoides intestinales. A. Epitelio intestinal en un entorno dinamico de marcadores, sefiales y células
vecinas que favorecen la renovacion del tejido e inducen a la regeneracion epitelial de células madre Lgr5+. B.
Las células madre Lgr5+ son las responsables directas de la produccion de células epiteliales diferenciadas, las
cuales conformaran el apoyo del nicho fisiolégico donde se encuentran las células madre. C. Los cultivos
organoides in vitro requieren la presencia de los Factores de Crecimiento proporcionados por el microambiente
de células mesenquimales y células madre, siendo denominados Factores exdgenos necesarios para los
organoides. D. La aplicacion de estrategias de ingenieria genética, es el principal promotor de organoides
debido a la facilidad para seguir una patologia, descubrir o cribar un nuevo farmaco y ademas se logra la
edicion especifica de genes o tratar una parte para dirigirla a un trasplante con organoides (6).

1.2.1 Organoides intestinales

Los organoides intestinales fueron descritos por primera vez en el afio 2009 por Sato
et al.(10) como estructuras multicelulares tridimensionales capaces de recrear la
fisiologia y morfologia exacta de las criptas y vellosidades del epitelio intestinal,
ademas se explica la formacién a partir del cultivo de criptas y células madre
intestinales (10). La anatomia microscépica del intestino (Apartado 4.2.2) sefiala que
en la mitad inferior de las criptas intestinales se encuentran gran numero de
citoblastos en division; esto quiere decir que el fondo de las criptas existe una
multiplicacién celular estimulada por células madre que se convertiran en células
especializadas (como: Células epiteliales, Enterocitos, Entero endocrinos, Células
calciformes, etc.). Por tanto, la migracion celular parte del fondo de la cripta
intestinal ascendiendo hasta la cuspide de la vellosidad, confiriéndole al intestino
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propiedades regenerativas continuas. La Unica célula especializada diferenciada que
se origina en la cripta intestinal y permanece en la misma son las células de Paneth,

sin embargo, estas estan ausentes en las criptas coldnicas (11).

Los organoides son capaces de recrear la capacidad regenerativa del epitelio
intestinal, lo que los convierte en el modelo apropiado para el estudio de
diferenciacion y proliferacion celular, funcion de transporte y absorcion, bioquimica
molecular de patologias y terapia genética/regenerativa del intestino (7). En la
Figura 2 se pueden observar varios aspectos de los organoides donde podemos
resaltar la ventaja de que el crecimiento depende de la presencia de células madre
intestinales, es decir, no es necesaria la inmortalizacién; lo que lo convierte en el

modelo de estudio mas similar a la fisiologia del tejido intestinal in vivo (10).

1.2.1.1 Células madre intestinales

En el intestino, las células madre dan lugar a células progenitoras de los principales
tipos celulares que conforman al epitelio intestinal, la maduraciéon de las células
diferenciadas desde la base de la cripta intestinal es de 5 a 7 dias, por tanto, es
correcto decir que el intestino es uno de los 6rganos con mayor actividad
regenerativa. Las CMPi poseen la capacidad regenerativa del epitelio intestinal por
completo por mas de 4000 veces a lo largo de la vida del ser humano (12).

Diversos estudios proponen que dentro de la cripta intestinal se genera un
microambiente llamado “nicho especifico”, el cual estaria generado por factores
localizados en el fondo de la cripta que tendrian la funcién de mantener el estado
indiferenciado de las células, para luego pasar a un espacio progenitor donde cada
célula se especializa en su forma concreta. La estructura de “nicho” no esta bien
definida, sin embargo, lo que se ha logrado establecer son los marcadores
moleculares que expresan especificamente a las células madre intestinales, para las
células madre intestinales adultas se utiliza LGR5 (13). En el caso de las células
madre intestinales de origen murino, se ha determinado que la via de sefializacion
Wnt/Betacatenina nuclear y otros estan implicados en la transcripcion del
mantenimiento del estado indiferenciado de las células intestinales, dentro de la
sefializacion esta incluida también LGR5 (12).
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Dentro del nicho también se logra apreciar la importante funcion del Factor de
Crecimiento Epitelial (FCE), el ligando de Lgr5/R-espondina que actta junto a las
sefiales Wnt, y los inhibidores Noggin para el mantenimiento homeostatico de la

cripta intestinal (14).

1.2.1.1.1 LGRS5 (Leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 5)

En el intestino, se ha revelado que LGR5 es un importante biomarcador de células
madre intestinales adultas (15). El revestimiento intestinal estd en una renovacion
constante y esto se debe a que en la base de la cripta intestinal existe una poblacion
de células madre (13). Las células columnares de la base de la cripta (CBC) LGR5+,
tiene una superficie basal ancha la cual se encuentra intercalada entre las células de
Paneth diferenciadas, su caracteristica resaltante es que poseen muy pocos organelos
al igual que poco citoplasma. Las células CBC generan la plétora de células
funcionales en el tejido intestinal durante toda la vida de un ser humano adulto. Asi
mismo, la expresion de LGRS en el colon se parece fielmente a la del intestino
delgado (13,16).

El receptor 5 acoplado a la proteina G que contiene repeticiones ricas en Leucina
(LGR5) como biomarcador de células madre adultas se puede expresar en diversos
tejidos (intestino, placenta, médula espinal, cerebro, etc.)(17). Posee la estructura de
una proteina humana y es codificada por el gen del mismo nombre LGR5; este
receptor pertenece a la clase A (subfamilia A10) de las proteinas receptoras
acopladas a la proteina G.(18) El gen LGR5, ubicado en el cromosoma 12 en la
posicion 12921.1 en el hombre, estd presente en los mamiferos y se encuentra
altamente conservado en especies de rata (Rattus rattus), ratones (Mus musculus) y

humano (Homo sapiens) (14).

LGR5 forma parte de la sefializacion Wnt, demostrandose que la coestimulacion con
R-espondina y Wnt-3 induce una mayor internalizacion de LGRS (16). Las proteinas
R-espondina interactda con el dominio extracelular de LGR5, formando el complejo
LGR5/R-espondina que actuara uniendo e internalizando ligasas E3 transmembrana
(RNF43 y ZNRF3) que son las que regulan negativamente la sefializacion Wnt por
medio de la ubiquitinacién de receptores frizzled (17). Es decir, la formacion del

complejo LGR5/R-espondina potencia la sefializacion de Wnt (13,14,19).
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1.2.2 Crecimiento, proliferacion y diferenciacion de organoides

Durante la Gltima década se han desarrollado muchos estudios para entender el
mecanismo biologico por el que se logra la formacion de organoides. Se ha llegado a
la conclusion que el mantenimiento y perpetuidad de este sistema in vitro-vivo es
gracias a la conservacion de células madre intestinales individuales Lgr5+ (ISC,
Intestinal Stem Cells) que poseen la capacidad de autoorganizarse en estructuras 3D
a partir de una sola celula ISC, dando por resultado la simulacién completa de la
arquitectura de la cripta-vellosidad, ademas de una réeplica fisioldgica del epitelio

intestinal (8).
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Figura 3 Organoides intestinales de raton relacionados con Wnt. A. El aumento de la concentracion de Wnt
sobre la morfologia y viabilidad celular de los organoides intestinales pueden observarse progresivamente de
izquierda a derecha. Las células muertas estan representadas de color gris y las vivas en rosa. B. La observacion
microscopica de campo claro en organoides intestinales de ratén con diferentes condiciones de cultivo.
(Abreviaciones: C, CHIR-99021; EN, EGF/Noggin; ENR+iWnt, EGF/Noggin/Rspo mas inhibicion de Wnt;
WENR, Wnt exdgeno mas ENR. Observacién de barra de escala, 200mm (20).

Lograr desentrafiar e identificar las necesidades de este nuevo sistema fue un reto
cientifico en el que fueron necesarios estudios comparativos con sistemas in vivo
(13). En la Figura 3, se determinan los requerimientos para el mantenimiento
homeostatico de las ISC conservando ademas la propiedad de renovacion epitelial
del intestino, se pueden resumir en un coctel de factores de crecimiento para ISCs
que estd conformado por el agonista de la via Wnt R-espondina, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el inhibidor de BMP Noggin (16,17). A

continuacidn, se explica cada uno de esto componentes:
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1.2.2.1 Viade sefializacion Wnt/g-catenina/R-espondina

Los protocolos de cultivo de organoides intestinales sirven de referencia para poder
establecer sistemas de cultivo 3D de diferentes tejidos (Colon, higado, pancreas,
estomago, trompas de Falopio, etc.)(21); ya que los organoides originados de estos
tejidos van a coincidir en la necesidad de la sefializacion Wnt, la R-espondina, o
ambos, siendo esta la caracteristica compartida para la formacion y crecimiento de
organoides (13). En la Figura 4 podemos observar el mecanismo de las vias de
sefializacion Whnt/b-catenina que es de gran importancia en la preservacion de

organoides intestinales murinos (20).
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Figura 4 La via de sefializacion Wnt/s-Catenina. (lzquierda) En ausencia de ligandos Wnt, la p-catenina es
degradada continuamente a causa del Complejo de Destruccién compuesta por 2 proteinas de andamiaje (AXIN
y APC) y 2 proteinas quinasas (GSK3 y CK1). El complejo de destruccion este encargado de captar y fosforilar
la b-catenina para la ubiquitinacion y posterior degradacion proteasomal. (Derecha) La proteina Wnt se une al
receptor Frizzled (FZD) y al correceptor LRP5/6 para la estimulacion de la formacion de un Complejo Receptor
Multipotente. La proteina citosolica Dishevelled (DVL) es captada por este complejo receptor, induciendo un
mayor reclutamiento de los componentes del Complejo de Destruccién. Por tanto, la f-catenina se acumula en el
citoplasma de las células activadas por Wnt y ademas se transloca al ntcleo, donde se induce a la transcripcién
de los genes diana de Wnt (LGR5 y RNF43). Abreviaciones: p-Cat, S-catenina; CK1, Caseina quinasa 1; GSK3,
Glicogeno sintasa quinasa 3; P, fosforilacién; TCF/LEF, factor de células T/factor de union al potenciador
linfatico (20).

Los procesos de formacion de tejidos y 6rganos se efectlan a través de vias de
sefializacion morfogenética donde encontramos a las vias Wnt, las cuales son las
encargadas de controlar la adhesion y migracion celular en la morfogénesis (17). La
sefializacion Wnt canonica regula la adhesion celular a traves de la B-catenina
(Figura 4), que es un componente de union celular adherente; ademas, las vias Wnt
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actian junto a mecanismos controladores de la arquitectura celular influyendo no
solo en la adhesion sino también en la migracién celular (20). El descubrimiento de
estos componentes ha ayudado a interpretar completamente la fisiologia molecular, y
a su vez descubrir pautas para comprender y determinar un tratamiento en los
procesos anormales de la sefializacion Wnt que pueden conducir al desarrollo de un
tumor (13).

Feedback loops

Lysosomal
m degradation m
o i

-

p LGRS ~ _
p, ’RNFJJ N
TCFILE h | ’ \
/

A

Figura 5 Bucles de retroalimentacion de regulacion e importancia de la R-espondina. Los genes diana de Wnt
(RNF43 y LGR5) son los inductores de los bucles de regulacion, RNF43 ubiquitina a FZD y lo distingue para su
degradacion lisosomal (flecha roja). La proteina R-espondina (Rspo) se une al dominio extracelular de RNF43 y
a los receptores LGR4/5/6, conformando el complejo trimérico Rspo/RNF43/LGR. Los LGR y Rspo actlian juntos
para mediar en la eliminacién de RNF43 de la membrana plasmatica, logrando la estabilizacion de los
receptores FZD y potenciando indirectamente la sefializacion Wnt (flecha verde). Abreviaturas: p-cat, S-
catenina; TCL/LEF, factor de células T/factor de union al potenciador linfatico; Ub, ubiquitina (20).

La homeostasis tisular requiere de la participacion de la sefializacion Wnt con el
ajuste preciso para desencadenar de manera controlada los diferentes mecanismos
celulares para las ISC (mantenimiento, proliferacion y especificacion), por tanto si la
sefializacion Wnt se ve empobrecida, existe un mecanismo para su autorregulacién

con R-espondina que esta detallada en la Figura 5, Bucles de retroalimentacion (20).

Los organoides intestinales requieren la suplementacion con R-espondina ya que es
de gran importancia para estimular la gradiente de Wnt que alcanza su maxima
funcién en la base de las criptas intestinales, logrando promover la proliferacién de
células dentro de la zona de células madre al igual que direccionar a las células en
una posicion adecuada para que se lleve a cabo su diferenciacion (22,23). Por lo
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tanto, el complejo Wnt/R-espondina impulsa la formacion de criptas in vitro y es de
vital importancia para la proliferacion y diferenciacion celular en el nicho de la cripta
(24,25). Existe ademas un mecanismo denominado “ruptura de simetria” durante la
formacion de organoides, debido a que aparecera un tipo de células estocastica en el
nicho que no se dividira y llevard a la formacion de las Células del Paneth en el
fondo de la cripta (1,5,7).

Otro elemento importante en esta via es el factor de crecimiento epidérmico
(Epidermal Growth Factor, EGF) que es un péptido que promueve el crecimiento, la
proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia celular (Figura 6), haciendo su
funcién junto a su receptor el cual estd presente en la superficie celular (EGFr).
Actualmente, la disponibilidad de EGF purificado es de facil adquisicion gracias a la
tecnologia biotecnoldgica de recombinacion de EGF heterdlogo. Hasta hace unos
afios, la adquisicion de este péptido era a través de la centrifugacién de la sangre del
paciente para obtener el plasma sanguineo el cual contenia EGF, sin embargo este
procedimiento era tedioso y de baja precision para su dosificacion y purificacion de
la molécula activa (26). En la Figura 6 se logra observar la participacion del EGF en
la via Notch que esté ligada a la via de la sefializacién Whnt.

Figura 6 El nicho de células madre de la cripta intestinal. El nicho de las células madre intestinales estan
compuestas por células del Paneth (rojo) que donan a las ISC (verde) los factores de crecimiento esenciales que
son los ligandos Wnt, EGF y los ligandos Notch. Las células mesenquimales que estan al rededor del nicho
también aportan ligandos Wnt y Rspo adicionales. Los ligandos BMP que antagonizan el mantenimiento son
neutralizados por los antagonistas BMP secretados por las células mesenquimales (naranja). Abreviaturas:
EGF, Factor de crecimiento epidérmico; Rspo, R espondina; BMP, Proteina morfogenética dsea (20).
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1.2.2.2 Inhibidor de BMP Noggin

La sefializacion de la proteina morfogenética 6sea (Bone Morphogenetic Protein,
BMP) es un potente inhibidor de la hiperproliferacion del epitelio intestinal. La
importancia de BMP epitelial reside en su funcion de restriccion de la expansion de
celulas madre Lgr5+ para la conservacion de la homeostasis. y la prevencion de la
hiper proliferacion tisular premaligna (16). La continua renovacion del epitelio
intestinal propone a un drgano de auto renovacion ilimitada, sin embargo, la
existencia de esta rapida cinética puede derivar en una hiperproliferacion de alto

riesgo como la tumorigénesis (27).

La homeostasis del epitelio intestinal esta controlada por las sefiales de estimulacion
de proliferacion (via Wnt/R-espondina) y del otro lado poseemos a las sefiales
contrapuestas a la proliferacién (via BMP-Noggin) (Figura 6) (27). Las BMP forman
parte de la superfamilia de ligandos del Factor de Crecimiento Transformante Beta
(Transphormate Growth Factor B, TGF-g); la union de los ligandos BMP a sus
receptores tipo 1l (BMPr-I11) conllevan a la fosforilacion y la activacion consecutiva
de los receptores tipo | (BMPr-I). El receptor BMPr-I fosforilado activa R-Smad
(Smadl, 5 y8) cooperando en la formacion de complejos Co-Smad (Smad4),
permitiendo la translocacion en el nacleo para poder regular la expresion genética.
Las celulas mesenquimales presentes en las vellosidades y criptas intestinales
segregan los ligandos BMP-I1 y -1V, por otro lado, los antagonistas de BMP Noggin
y Gremlinl se expresan principalmente en las células mesenquimales de la base de la
cripta; dando origen a una gradiente de actividad BMP a lo largo del nicho interno de

la cripta-vellosidad intestinal (23,27).

1.2.3 Marcador de proliferacion: Ki-67

La proteina marcadora de la proliferacion Ki-67 (codificada por el gen MKI67) es
ampliamente utilizada, ya que solo se puede detectar en la parte nuclear de una célula
proliferativa; por ejemplo, uno de sus principales usos esta relacionado con la
investigacion del céncer, permitiendo la evaluacion de células proliferativas
tumorales. El gen de esta proteina nuclear est4 involucrado debido a que su funcion
en el mantenimiento de cromosomas mitéticos individuales dispersos en el
citoplasma después del desmontaje de la envoltura nuclear, permitiendo la motilidad
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cromosOmica independiente e interacciones eficientes con el huso mitotico. En 2016,
una cita de Cuylen S. et al. propone que Ki-67 forma una barrera de carga estérica y
electrostatica (como un agente tensoactivo) el cual facilita la dispersion de particulas
separadas por fases, evitando que los cromosomas colapsen en una sola masa de
cromatina. Sin embargo, la proteina Ki-67 no forma parte de la estructura interna,
solo cumple la funcion de organizacion de la cromatina (13,16,28).

1.3 TIAMINA Y SUS TRANSPORTADORES CELULARES

1.3.1 Generalidades

La tiamina (T) denominada también como vitamina B1l, es una molécula
hidrosoluble importante en la nutricion humana. El Pirofosfato de Tiamina (TPP) es
la forma activa que actla como cofactor enzimatico en el metabolismo energético
(29). La tiamina es un compuesto biciclico con anillos amino pirimidinico y tiazélico
unidos por un puente de metileno (Figura 7). En el anillo tiazol puede haber dispersién
electronica formando un compuesto amonio cuaternario, ademas, la cadena lateral
presente en el anillo tiazol estd compuesta de grupos hidroxilo lo cuales se
esterificaran con pirofosfato para dar lugar al derivado que actGa como cofactor
activo. La importancia de esta vitamina reside en que puede conducir a una
deficiencia de enzimas de las rutas bioquimicas si no esta en cantidades suficientes,
ocasionando problemas metabdlicos energéticos en pacientes que a traves de los afios

tiene méas manifestaciones clinicas (30).
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Figura 7 Estructura quimica de tiamina y su forma activa piro fosfatada. (Fuente: Disefio propio bajo la
plataforma de Fishersci.com)

1.3.2  Aspectos bioguimicos de Transporte y Metabolismo de Tiamina

La tiamina es absorbida en el intestino a través de dos transportadores, THR1 y
THR2 (Thiamine Tranporter 1 — 2), regidos por los genes SLC19A2 y SLC19A3.
Estos transportadores estan distribuidos en la mayoria de érganos, pero los niveles
difieren en diferentes tejidos y cada uno posee distintas propiedades cinéticas
(31,32).

La T en su forma activa cumple la funcion co-enzimatica de promover la reaccion de
deshidrogenacién del piruvato a Acyl CoA por el piruvato deshidrogenasa (PDH)
(30,33,34) o-ketoglutarato deshidrogenasa (KGDH), transketolasa (TKase) y a-
cadena ramificada deshidrogenasa (BCKDC) sefialadas en la Figura 8 de color azul
donde se observa la participacion en el metabolismo bioquimico y se utilizan para

oxidar sus respectivos sustratos de carboxilato (29).
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Figura 8 Via de transporte, metabolismo y funcién de cofactor de la tiamina. Las diferentes presentaciones de
Tiamina estan representadas de la siguiente manera: Tiamina libre(T, circulos azules), Tiamina monofosfato
(TMP, circulos morados), Tiamina pirofosfato o Tiamina difosfato (TPP, circulos verdes) y Tiamina trifosfato
(TTP, circulos marrones).Tiamina se absorbe por difusién pasiva, a altos niveles de concentracion o a través de
receptores transportadores: SLC19A2 (transportador de tiamina-1, THR1), SLC19A3 (transportador de
tiamina-2,THR2), SLC19A1 (transportador de folatos), SLC22A1, SLC35F3 y SLCA44A44 Abreviaturas: G,
glucosa; G-6P, glucosa-6-fosfato; NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; ciclo TCA, ciclo de
acido tricarboxilico; a-CG, alfa-cetoglutarato; GABA, acido gamma-aminobutirico (35).

En la Figura 8 se puede apreciar que, en la fase citosdlica, la Tiamina libre (T) es
fosforilada a Tiamina pirofosfato (TPP) por la TPK1 (Tiamina pirofosfocinasa). El
TPP como especie activa de tiamina actia como cofactor en diferentes rutas
metabdlicas enzimaticas: en el citosol, TK (transketolasa); en la mitocondria, PDHc
(complejo  Piruvato  deshidrogenasa), OGDHc  (complejo  oxoglutarato
deshidrogenasa), BCQDc (complejo 2-oxoacido deshidrogenasa de cadena
ramificada) y en el peroxisoma, HACL1 (2-hidroxiacil-CoA liasa 1) (35-37).

1.3.3 Condiciones adquiridas por deficiencia de Tiamina: Enfermedad Beriberi y
Encefalopatia de Wernicke

La deficiencia de T en los humanos y en los animales disefiados tiene consecuencias

como neuropatia periférica, debilidad muscular e insuficiencia cardiaca, ademas de

estar relacionado con la edad, caracteristicas fisiologicas y variaciones bioldgicas

(30). La absorcion de la mayoria de las vitaminas implicadas en el cuerpo humano se
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produce en el intestino; su absorcion estd directamente relacionada a la
concentracion, una alta concentracion expuesta en el tejido absorbente produce una a
diferencia de una exposicion a una baja concentracién que conduce a un sistema
activo (37-40). Las primeras manifestaciones de una deficiencia de T son: cansancio,
apatia, irritabilidad, depresién, somnolencia, desconcentracion, anorexia, nauseas y
malestar abdominal; que pueden ser sintomas despreciados habitualmente (30,37).

Los cuadros clinicos de una deficiencia de T avanzada pueden ser:

La enfermedad de Beriberi tiene dos variantes; Beriberi “seco” causado por una
disminucion cronica de los requerimientos de T que provoca neuropatia periférica,
disminucion de motilidad o paralisis de extremidades, fatiga y cansancio extremo y
Beriberi “hiimedo” que se desarrolla por una deficiencia muy grave ocasionando
todos los sintomas mencionados anteriormente y ademas de un compromiso
cardiovascular: Insuficiencia cardiaca bi-ventricular con afectacion pulmonar
(41,42). El Sindrome de Wernicke-Korsakoff es una enfermedad cerebral descrita
por dos estudiosos en psiquiatria que llevan el nombre de la patologia. La
encefalopatia de Wernicke se caracteriza por somnolencia, irritabilidad y signos
oculares (nistagmo) que puede conllevar a una oftalmoplejia (41). Por otro lado, el
sindrome de Korsakoff incluye amnesia, dificultad de aprendizaje y confabulaciones;
la amnesia que se genera es caracteristica debido a que es anterdgrada que se
evidencia en la dificultad para aprender nuevos nombres, nuevos rostros y acciones o
hechos (37,43).

1.3.4 Tiamina: Sindromes de disfuncién del metabolismo de tiamina por errores
genéticos
La T es un cofactor importante involucrado en diversas rutas metabolicas celulares

(dentro del citosol, mitocondrias o peroxisomas) (29). Es por ello que diversos
estudios se han centrado en poder describir los posibles defectos genéticos que
pudieran originar el deterioro del transporte y metabolismo de tiamina, lo cual estaria
directamente relacionado a una patologia metabdlica (39,44,45). Un reciente estudio
publicado en 2019 por Anna Marcé-Grau et al. explica que hasta el momento habria
por lo menos 4 defectos genéticos que conducen a diversas enfermedades
metabolicas y no metabdlicas, del mismo modo surge la propuesta de hacer un
diagndstico precoz de los biomarcadores de T (SLC19A2, SLC19A3, SLC25A19 y
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TPK1) (35). En la Tabla 1 se muestra cada desorden homeostatico originado por un
defecto en cada biomarcador genético.

Tabla 1 Errores genéticos vinculados con el metabolismo de Tiamina (37).

Sindrome de disfuncion Gen Desorden
Sindrome de disfuncion del SLC19A2 Sindrome de Anemia Megaloblastica
metabolismo de Tiamina - 1 sensible a tiamina
Sindrome de disfuncion del SLC19A3 Tipo de encefalopatia sensible a
metabolismo de Tiamina - 2 tiamina o biotina
Sindrome de disfuncion del ~ SLC25A19 Microcefalia tipo Amish
metabolismo de Tiamina — 3
Sindrome de disfuncion del SLC25A19 Degeneracion estriatal bilateral y tipo
metabolismo de Tiamina - 4 de polineuropatia progresiva
Sindrome de disfuncién del TPK1 Tipo de encefalopatia episddica
metabolismo de Tiamina - 5

El Sindrome de disfuncién del metabolismo de Tiamina — 1 (OMIM 249270),
también conocido como Sindrome de Royers esta relacionada directamente con 3
principales afecciones: Anemia megaloblastica, Diabetes mellitus y Sordera
neurosensorial. La relacién fenotipo-genotipo esta ubicada en el gen SLC19A2
(MIM Gen 603941) en la region 1g24.2 heredada por Arkansas, el numero de
fenotipo que le corresponde es 249270 (Clave de mapeo de fenotipo 3). El gen
SLC19A2 es el que genera el THTR1, que es de nuestro interés en este trabajo
(35,46,47).

1.3.5 Tiaminay enfermedades metabolicas: Diabetes mellitus

La diabetes es una enfermedad metabdlica que en los Gltimos afios ha aumentado el
numero de incidentes y se considera una de las enfermedades mas comunes en los
paises desarrollados y subdesarrollados, siendo catalogado como un problema de
salud publica importante (48). La descripcion clinica de la diabetes tiene como
caracteristica principal lo niveles de glucosa alto en la sangre (hiperglucemia) por un
déficit de insulina o por cese de la produccion insulina por parte del pancreas (1). En
esta afeccion se desarrollan complicaciones vasculares gradualmente de 5 a 40 afios
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después del diagnostico de la diabetes (33). Hay estrategias para estudiar
complicaciones diabéticas, entendiendo el mecanismo bioquimico como la tiamina
en altas dosis de terapia previenen el desarrollo de complicaciones microvasculares
en las diabetes (49).

Los datos experimentales sugieren que la tiamina y los transportadores de membrana
pueden ser anormal en el estado diabético. En la diabetes experimental, una
disminucion de la tiamina intestinal se ha observado la absorcion. La deficiencia
mediana de tiamina en los diabéticos puede inducir un aumento en la expresion de
THTRL1 debido a la disminucién de la tiamina (33). Un estudio conexo demostr6 que
el tratamiento con tiamina en los pacientes cirréticos induce una disminucion de los
niveles de glucosa en la sangre y que la hiperglucemia estd relacionada con la
resistencia a la insulina y la insuficiente secrecion de insulina por parte de las células
beta pancreéticas. Desde entonces, se ha sabido que la deficiencia de tiamina puede
ser generalizada en la diabetes. Estas afirmaciones sugieren que la deficiencia de

tiamina es parte de la funcion de las células beta pancreaticas (33,49).
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Figura 9 Disfuncion metabdlica relacionada con el desarrollo de complicaciones diabéticas revertidas con un
tratamiento de tiamina a altas dosis (33).
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La Figura 9 muestra el mecanismo de las reacciones bioquimicas de la glucosa con
la T como agonista de la fructosa 6-fosfato (F-6-P) y el gliceraldehido 3-fosfato
(GA3P) que convierten los sustratos en ribosa 5-fosfato (R-5-P) por la enzima
transketolasa para prevenir las complicaciones vasculares en la diabetes. La
hiperglucemia es un factor que puede inducir el desarrollo de enfermedades macro o
microvasculares, hipertension y dislipidemia en pacientes diabéticos. EIl principal
mecanismo que se investigd es la disfuncion bioquimica que puede producir
complicaciones para la glucosa citosolica en las células endoteliales o
mesenquimales. La tiamina como factor de prevencién de estas complicaciones fue
estudiado en varias muestras in vitro, en esta oportunidad el estudio se enfoca en los
organoides intestinales donde podemos investigar la absorcion y el mecanismo de la
tiamina en la prevencion de las complicaciones (33). Se conocen las propiedades
profilacticas de la tiamina en la complicacion vascular en la diabetes. Por lo que se
recomienda consumirlo en una dieta diaria como una estrategia puede prevenir

posibles problemas en el futuro (33,49).

1.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: PCR Y RT-PCR

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es la mejor opcion para analizar
acidos nucleicos, es ademas una importante e innovadora herramienta tecnoldgica de
los ultimos afios (50). Es considerado el método de eleccion para los estudios
genéticos y de biologia molecular debido a su alta sensibilidad, reproducibilidad y
eficiencia ademas de generar resultados confiables (51). La PCR es una técnica muy
utilizada para generar resultados cualitativos; mientras que la PCR en tiempo real, es
una técnica que parte del mismo fundamento pero que difiere en los resultados
siendo de carécter cuantitativos (51-54). La PCR de transcripcion reversa (RT-PCR)
en tiempo real es una tecnologia de la era gendémica dedicada a la deteccion de
ARNmM (53).

La importancia de la PCR se centra en que es una reaccion enzimatica in vitro cuya
mision es amplificar millones de veces una secuencia especifica de ADN. Para la
RT-PCR el sustrato a amplificar serd el ADN complementario (ADNCc), que proviene
del ARNm, donde lograremos analizar la expresion del ARNm del gen de interés. La

amplificacion se lleva a cabo gracias a una enzima denominada como Polimerasa
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que mediante una catalisis logra sintetizar y copiar fielmente las secuencias genéticas
de interés. La PCR como herramienta innovadora se esta convirtiendo en una técnica
fundamental en el area de salud para la determinacidén de expresiones genéticas,
genotipificacion, deteccion de patogenos (virus, etc.), analisis de mutaciones, entre
otros (54,55).

1.4.1 Fundamento de la RT-qPCR en tiempo real

La PCR en tiempo real tiene por objetivo detectar y cuantificar las secuencias
especificas de &cidos nucleicos a través del uso de marcadores fluorescentes en la
reaccion. El termino en tiempo real hace referencia a que es posible detectar los
productos amplificados en cada ciclo de la reaccién, asi mismo, el termino
cuantitativo se refiere a que se logra estimar la cantidad de ADNc en la muestra. Por
otro lado, la nomenclatura varia de acuerdo al sustrato utilizado: si se usa ADN
gendmico, se denomina de una qPCR; por el contrario, si obtenemos ADNCc y luego
se hace PCR, sera denominado como RT-gPCR (55).

La PCR en tiempo real es el método con mas sensibilidad para detectar y cuantificar
los &cidos nucleicos. El sistema, aun con una cantidad muy pequefia de sustrato, esta
disefiado para asegurar una alta especificidad, eficiencia y sensibilidad. Los
requerimientos quimicos para la PCR en tiempo real normalmente vienen en
conjunto dentro de una solucion denominada “Super Mix” y esta conformado por l0s
siguientes: la enzima, los desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTPs: adenina,
timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg"), la solucion amortiguadora
(buffer) y el sistema reportero de fluorescencia para detectar los productos
amplificados; ademés el agua que se utiliza debe estar libre de nucleasas. Los
oligonucleotidos (primers) disefiados deberan garantizar la especificidad ademés de
generar amplicones de un tamafio especifico (entre 100-150pb) para asegurar la
eficiencia (55).

1.4.2 EtapasdelaPCR

1.4.2.1 Desnaturalizacion
En la etapa de desnaturalizacion se procede a exponer las cadenas de ADNc a una
temperatura de 95°C durante 20 a 30 segundos, el tiempo dependera de la secuencia
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del templado. El resultado de esta etapa serd la obtencion de las cadenas separadas
que serviran como templado para el siguiente paso.

1.4.2.2 Hibridacion

Durante la hibridacion los primers se alinean al extremo 3"del templado separado en
la anterior etapa para hibridar con su secuencia complementaria. EI complejo
templado-primer es primordial que la temperatura de hibridacion (T° Melting, Tm)
sea la adecuada oscilando entre 50 a 60°C. La estabilidad y especificidad del
complejo serd eficiente si los primers fueron disefiados correctamente y la

temperatura (Tm) es la dptima.

1.4.2.3 Extension

La etapa final de la PCR es donde la Taq Polimerasa actia sobre el complejo
templado-primer, la enzima tiene una funcion catalitica de alta velocidad; al agregar
los dNTPs complementarios se creardn las cadenas complementarias del &cido
nucleico. La extension de las cadenas serd en direcciona la sintesis del ADN. La
temperatura 6ptima para la reaccion es de 72°C debido a que es la temperatura en la
que la enzima actla eficientemente. Al finalizar, la formacion de los amplicones sera

determinado por el tamafio dictado por el numero de pares de bases (pb).

1.4.3 Deteccion de productos amplificados

Durante la PCR en tiempo real se debe llevar a cabo un monitoreo de los productos
amplificados conforme transcurre la reaccion, la tecnologia que ha dado buenos
resultados es el uso de sistemas basados en reporteros fluorescentes que pueden ser
especificos y no especificos. Los métodos de reporteros no especificos tienen por
fundamento el uso de moléculas intercalantes que son afines al ADN de doble hélice
y que al ser oxidados se generara una sefial de fluorescencia proporcional al niUmero
de copias de ADN que se obtiene en PCR. SYBR Green es el reportero mas utilizado
debido a su bajo costo y a su capacidad de incrementar su fluorescencia hasta 1000
veces (Figura 11); sin embargo, su principal desventaja es que podria unirse a
cualquier resto de ADN de doble cadena (dimeros de primers), problema que es
resuelto si se realiza una “curva de disociacion”. Actualmente, los softwares de los
termocicladores ofrecen la herramienta de “curva de disociacion” al final de la

reaccion logrando un analisis éptimo (52,55).
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Figura 10 Métodos de deteccion con reporteros no especificos en PCR. SYBR Green esta unido a la doble
cadena de ADN. Longitud de onda de excitacion a 480 nm y longitud de onda de emisién a 520nm (55).

1.4.4 Sefal de fluorescencia

Los termocicladores de PCR en tiempo real poseen la tecnologia necesaria para la
deteccion de sefiales de fluorescencia de los productos amplificados en cada ciclo de
la reaccion pasando por etapas las cuales son: a. Excitar al reportero b. captura de la
sefial de emision del reportero c. Analizar cuantitativamente los resultados. Los
termocicladores de hoy en dia utilizan diferentes fuentes de energia para la
excitacion: las lamparas de luz, diodos de emision de luz (LED) y laseres. El proceso
se inicia cuando la fuente de energia logra excitar al reportero hasta lograr la sefial de
emision del reportero que es recolectada permitiendo el paso de la longitud de onda
correspondiente que se dirige a un fotodetector donde se colecta la informacion de la
muestra para que el software del sistema empiece el andlisis de resultados. Las
velocidades para el aumento o la disminucion de la temperatura en cada etapa de la
reaccion, el numero y cantidad de muestra, los Kits que se utilizan para la
amplificacion y los productos consumibles de la reaccion son factores que influyen

directamente en la cuantificacion de la sefial de fluorescencia (50,55).

1.4.5 Analisis de Resultados
El anélisis de la reaccion es el ultimo paso para determinar la cuantificacion genética,

usualmente los termocicladores estan conectados a una computadora que contiene un

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

software que facilita la generacion de las gréaficas de datos necesarios para establecer
si la reaccion fue eficiente y exitosa. Las gréaficas que se pueden obtener estan
representadas en las Figuras 12 y 13 donde se pueden observar la amplificacion que
representa el curso y el proceso de la reaccion, y la curva de disociacion o curva

melting que muestra la informacidn sobre la especificidad (53,55).

Huorescencia

Figura 11 Curva de amplificacion en PCR. La amplificacion es detectada en cada ciclo de la reaccion, midiendo

la sefial de fluorescencia que es proporcional al incremento de ADN (55).
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Figura 12 Curva de disociacion (Curva Melting) para la especificidad de la reaccién. Se puede observar un
Unico pico que corresponde a la amplificacion y la linea de base que representa al control negativo que no

amplifica(55).
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CAPITULO Il: MATERIALES Y METODOS
2.1 LUGARDE EJECUCION

2.1.1 Ubicacion

El desarrollo experimental del presente proyecto se llevé a cabo en las inmediaciones
del Laboratorio de Investigacion J&K del Instituto Nacional de Investigacion en
Salud y Medicina (Institut national de la santé et de la recherche médicale,
INSERM); Unidad Mixta de Investigacion (UMR) 1011 especializada en Receptores
Nucleares, Enfermedades Metabdlicas y Cardiovasculares (Récepteurs Nucléaires,
Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires). Laboratorio asociado de la Université
de Lille, CHU de Lille et Institut Pasteur de Lille dirigido por PhD Bart STAELS.

Sitio Web: http://u1011.pasteur-lille.fr/accueil/ | http://www.egid.fr/accueil/.

2.1.1.1 Ubicacion Geografica

Boulevard du Professeur Jules Leclercqg.

59045 Lille Cedex — Francia

Figura 13Ubicacion geografica del Laboratorio J&K Inserm, Lille-Francia. Fuente: Google Maps
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Figura 14 Laboratorio J&K INSERM Lille. Mapa convencional. Mapa por Satélite. Fotografia del edificio del
laboratorio. Fuente: Google Maps
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2.1.2  Areade Trabajo

El Laboratorio J&K es una Unidad de Investigacion Mixta del INSERM asociado a
la Universidad de Lille, CHU de Lille y al Instituto Pasteur de Lille. La UMR 1011
se especializa en el estudio de mecanismos bioldgicos y moleculares que conducen al
desarrollo de Diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones cardiovasculares.
Actualmente viene desarrollando el estudio de regulacién de genes implicados en
patologias y las consecuencias probables en caso de una desregulacion. El interés

principal se centra en factores de transcripcion especificos, Receptores nucleares.

Equipo 1: Receptores nucleares en el sindrome metabdlico. Direccion a cargo de
PhD Bart STAELS vy jefatura del equipo a cargo de PhD Sophie LESTAVEL.

2.1.3 Actividades y Reconocimientos de la U1011

Los objetivos de investigacion del laboratorio se establecen de la siguiente manera:

e Definir a precision la regulacion molecular de receptores nucleares en
contexto de la obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares.

e Comprender las funciones de los nuevos receptores nucleares que emergen
como reguladores metabolicos.

e Estudiar la contribucion del sistema inmunoldgico en la fisiopatologia de la
diabetes y enfermedades cardiovasculares.

e Identificar y validar los receptores nucleares y los cofactores asociados a ellos

como posibles dianas terapéuticas innovadoras.

La U1011 ha recibido el respaldo del Consejo Europeo de Investigacion de
Subvenciones Avanzadas con The Inmunobile Project: Acido biliar,

inmunometabolismo, homeostasis de lipidos y glucosa.

El laboratorio es uno de los cofundadores de EGID (European Genomic Institute for
Diabetes), siendo el primer Instituto de Investigacion en Francia dedicado
especificamente a la diabetes y sus complicaciones. Proyecto lanzado en 2009 con el

aporte de los equipos fundadores.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA '
DE SANTA MARIA

2.2 MATERIALES E INSTRUMENTOS

2.2.1

2.2.4

EQUIPOS E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Agitador orbital de 5 a 50 rpm (VSOS-Direct Industry).

Cabina de bioseguridad Clase 11 A2 (Biobase)

Céamara de conteo celular Malassez Brand™.

Centrifuga/agitador vortex para placas PCR (CVP-2, BioSan).

Centrifuga termostética (LMC-4200R, BioSan).

Espectrofotémetro UV-vis (NANODROP ND-1000 Thermo Scientific).
Lector de microplacas, (Varioskan LUX- Thermo Scientific).

Microcentrifuga termostatica (Microcentrifuge Legend Micro 17 — Thermo
Scientific).

Microscopio inverso de campo luminoso (Oxion).

Termociclador Mastercycler® Gradiente (Eppendorf) Software: MxPro-
Mx3000P (Multiplex Quantitative PCR Systems — Agilent).

KITS

Kit IntestiCult™ Mouse (STEMCELL)
Kit DIRECT-ZOL Microprep®

Kit TagMan Master Mix® para-RT-qPCR

MATERIAL BIOLOGICO

Epitelio de intestino de la cepa murina C57BL/6J.

Linea celular L-WRN (ATCC® CRL-3276™), tejido conectivo subcutaneo,
areolar y adiposo proveniente de ratén (Mus musculus).

MATERIAL DE PLASTICO

El material con el que se trabajo en el laboratorio es desechable.

Frasco de vidrio estéril de 500 y 1000 mL.

Gradilla para tubos y frascos de 15 y 50 mL.

Matraces de cultivo celular (Nunc EasyFlasks tratados) T75y T175.
Micropipetas de 2, 10, 20, 100, 200, 1000 pL.

Micropipetas eléctricas de 1000 pL.
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e Placas de pocillos mdltiples 48 pozos pretratada con tejido conectivo
(COSTAR® 3548).

e Placas para incubar células de 96 pozos — PCR (Thermo Scientific).

e Propipetas eléctricas y de piston.

e Tubos falcon de 15y 50 mL.

e Tubos eppendorfde 1.5y 2 mL.

e Tubos eppendorf PCR (200 pL).

e Tirade tapas para la placa de pocillos de PCR.

e Tips para micropipetas.

2.25 REACTIVOS
e Agua ultrapura grado biologia molecular.
e Antibidticos:
o 10.000 Ul Penicilina/10.000 pg Estreptomicina (Gibco).
o Higromicina B 50 mg/mL (Gibco).
e Albumina de suero bovino (BSA-STEMCELL).
e Inhibidor selectivo de la via RHO/ROCK: Y-27632 (STEMCELL)
e Matriz de Corning Matrigel®-356231 GFR y membrana basal libre de rojo de
fenol.
e Medio de Eagle modificado de Dubelcco/Mezcla de jamén nutritivo F-12
(DMEM/F-12).
e Medio de Eagle modificado de Dubelcco/Mezcla de jamén nutritivo F-12 con
tampén HEPES 15 mM, (DMEM/F-12DMEM/F12 + 15mM HEPES).
e Reactivo de disociacion celular suave sin enzimas (Gentle Cell Dissociation
Reagent- STEMCELL).
e Solucion salina tamponada con fosfato de Dubelcco sin calcio y magnesio,
(D-PBS Without Ca++ and Mg++ - STEMCELL).
e Solucion salina tamponada estéril (PBS)
e Suero Fetal Bovino (FBS 10% - STEMCELL).
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2.3 METODOS

2.3.1 PROTOCOLOS EN ANIMALES

El fondo genético murino C57BL/6J (2) fue previamente seleccionado para este
estudio con parametros estandares para el area de investigacion de biologia
cardiovascular, biologia del desarrollo, diabetes mellitus y obesidad, la genética, la
inmunologia, neurobiologia e investigacion sensorial. (Figura 16) El espécimen
murino oscild entre 10 y 14 semanas de edad, alimentados con un régimen estandar a
base de cereales (chow diet, CD). El cuidado proporcionado en su ritmo de vida
establecido fue de un ciclo diario de 12 horas dia-noche, ademas de estar a una
temperatura de 20-25 °C y 45-65% de humedad. El bioterio posee un alto nivel de
bioseguridad animal y asegura un ambiente favorable para la cepa murina, y se
encuentra ubicado en el Institut Pasteur de Lille, institucion asociada al Laboratorio
J&K INSERM 1011. El espécimen murino posee un estado de salud conocido y

cumple con la normativa cientifica interna del INSERM-Francia.

Figura 15 Cepa murina C57BL/6J (2).

La cepa murina fue trasladada al laboratorio J&K 24 horas antes del sacrificio. El
raton fue colocado en un area especial guardando un ayuno de 24 horas, se evita un
excesivo estrés en el animal. El sacrificio fue autorizado por el jefe de equipo
cumpliendo las exigencias institucionales de la Unién Europea (2012/707/UE) (56)
donde se decidi6 hacer el sacrificio mediante la dislocacion cervical previo a una
sedacion con cloroformo. La técnica para la dislocacion cervical consiste en separar
el craneo de la medula espinal aplicando presion sobre la base posterior del craneo.
Esta separacion hace que el sistema nervioso central deje de estimular la respiracion

y los latidos cardiacos, provocando la muerte.
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2.3.2 ORGANOIDES INTESTINALES: OBTENCION Y CULTIVO

2.3.2.1 AISLAMIENTO DE CRIPTAS INTESTINALES PARA LA
OBTENCION DE ORGANOIDES INTESTINALES

El aislamiento de criptas intestinales se ejecutd siguiendo las recomendaciones del
protocolo estandarizado del laboratorio J&K Inserm 1011 y el boletin técnico de
STEMCELL, detallado en el Anexo 7, donde utilizaremos el Kit IntestiCult™
Organoid Growth Medium (Mouse) (Figura 17) y Corning® Matrigel® Matrix (24).
Inmediatamente después del sacrificio murino, se procedié a la extraccion del
intestino completo del que se elimino tejido membranoso, vascular y graso. La zona
intestinal de interés pasé por una serie de lavados con PBS frio (2-8 °C). Los
segmentos de la parte intestinal cortados longitudinal y transversalmente fueron
transferidos a un tubo coénico de 50 mL donde el lavado con PBS frio (2-8°C) fue
continuo e intenso con movimientos ascendentes y descendentes (por triplicado) con

ayuda de una pipeta durante 15 a 20 veces.

Figura 16 Kit IntestiCult ™ para Organoides murinos.

Para la siguiente etapa se elimino el sobrenadante de PBS, y se adiciond 25 mL de
Gentle Cell Dissociation Reagent (GCDr) para dejarlo durante 15 a 20 minutos a 20
rpm. Posteriormente se descart6 el sobrenadante de GCDr, y luego se reconstituyo
con 10 mL PBS+ BSA 0.1% frio (2-8°C) mezclando la nueva suspension con la
ayuda de una pipeta (por triplicado). Seguidamente se filtré el nuevo sobrenadante a
70 um obteniendo la fraccion 1, se reconstituyd y repitio el proceso 6 veces
continuas, y se obtuvo 6 fracciones. Se centrifugaron las fracciones a 290 g (5089
rpm) por 5 minutos de 2-8 °C y se descarté cuidadosamente el sobrenadante.
Finalmente, se adicion6 10 mL de PBS+BSA 0.1% para luego transferirlo a un tubo

conico de 15 mL rotulado correspondiente a las 6 fracciones y se centrifugé a 200 g
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(4226 rpm) por 3 minutos a 2-8°C. Los pellets obtenidos estan constituidos por las

criptas intestinales granuladas.

2.3.2.2 CULTIVO ORGANOIDE DE CRIPTAS INTESTINALES AISLADAS

Los organoides intestinales fueron obtenidos a partir de las criptas intestinales
aisladas, los cuales usan un sistema de cultivo tridimensional (3D) reduciendo la
brecha de un sistema in vitro de alto rendimiento y estudios in vivo en animales de
experimentacién. El inicio del cultivo organoide parte inmediatamente después de la
obtencidn del pellet de criptas intestinales, las 6 fracciones se suspendieron en 10 mL
de DMEM/F-12 frio (2-8 °C), se evalud la calidad de las fracciones bajo un
microscopio invertido y se selecciona una fraccion con una cantidad moderada de

criptas.

Se realizd un conteo de criptas por mL de solucidn, y se estableci6 densidades de 500
y 750 criptas en diferentes tubos. Luego se centrifugd a 200 g (4226 rpm) por 5
minutos a 4 °C, se desechd el sobrenadante y se adiciondé 150 pL de Medio de
Crecimiento Organoide + 2 pL de Y-27632 a temperatura ambiente (20-25 °C).
Seguido del paso anterior, se afiadié cuidadosamente 150 pL de Matrigel Matrix (2-8
°C) procurando el mezclado de la nueva suspension. A continuacion, se tomé 50 pL
de la suspension obtenida, se colocd en el centro de un pocillo procurando la
formacion de un domo. La placa fue previamente precalentada a 37 °C durante 10-15

minutos.

Tabla 2 Composicion del Medio de Crecimiento Organoide (MCO)

Medio de Crecimiento Organoide (MCO) | Cantidades

IntestiCult™ + Suplemento 1&2 5000 pL
Medio Condicionado L-WRN
5000 uL
MC L-WRN (Stock Lab)
Antibiotico:
o . 1000 pL
Penicilina/Estreptomicina (100U1/100 ug)

Total 11000 pL
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Finalmente, se agregd 1000 pL de medio de crecimiento organoide (MCO),
detallado en la Tabla 8, a temperatura ambiente (20-25 °C) en cada pocillo utilizado
y se incubd a 37 °C y 5 % de CO,. El monitoreo del crecimiento de organoides se
realizd a diario haciendo uso del microscopio invertido y el cambio del medio de
cultivo se efectud 3 veces por semana. Los pocillos vacios fueron llenados con PBS,
para asi proporcionar una humedad adicional a la placa de cultivo.

2.3.2.2.1 Passage de Cultivo de Organoides Intestinales

El pase (Passage) de organoides intestinales murinos inicia con el retiro del medio de
cultivo liquido que esta en cada pocillo, se agregd 1000 puL de GCDr en cada pocillo
y se incubd a temperatura ambiente (22 °C) por 60 segundos, logrando el
rompimiento del domo de Matrigel de cada pocillo, se reforzd este accionar con
movimientos ascendentes y descendentes, que luego se transfirieron de cada grupo
de estudio a un tubo cénico de 15 mL y se incub0 a temperatura ambiente a 20 rpm
por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 290 g (5089 rpm) por 5
minutos a 4 °C y se desecho el sobrenadante. Después del paso anterior, se lavaron
los sedimentos del pellet con DMEM/F-12+ 15mM HEPES frio (4 °C), se centrifugo
a 200 g (4226 rpm) por 5 minutos a 4 °C y se descartdo el sobrenadante. A
continuacion, se agrego el medio de crecimiento organoide + Matrigel® Matrix en
proporcion 50:50 a temperatura ambiente y se mezcl6 con el pellet cuidadosamente,
se tomd una alicuota de 50 pL de la mezcla resultante y se transfirié en el centro de
cada pocillo de una placa Corning® N° 3526 precalentada y se incubd 10 minutos a
37 °C. Finalmente, se afadi6 1000 pL de Medio de Crecimiento Organoide
preparado a temperatura ambiente (22 °C) en cada pocillo que tenga domo, y se
agregd PBS estéril a los pocillos vacios. Las condiciones de la incubacién del cultivo
fueron las siguientes: 37 °C y 5 % CO,; el monitoreo del crecimiento fue diario y el
cambio del medio de crecimiento fue de 3 veces por semana. Mayores detalles se
visualizan en el Anexo 7. El sistema de cultivo organoide puede pasarse

indefinidamente las veces que se crea conveniente.
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233 CULTIVO CELULAR Y PRODUCCION DEL MEDIO
CONDICIONADO L-WRN

La linea celular L-WRN (ATCC® CL-3276 ™, Mus muscullus, ratén) es la principal
fuente para la produccién de Medio Condicionado L-WRN (Wnt-3A, R-espondina y
Noggin) que es utilizado para el cultivo de células madre en tejido de mamiferos para
su cultivo se sigue el protocolo del laboratorio J&K Inserm 1011, Lille. El criotubo
fue proporcionado por el laboratorio, y tras su estabilizacion se prepard el medio
base para la linea celular L-WRN que debe estar constituido por el medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM), Suero fetal bovino 10% (FBS) y antibiotico
(Higromicina B o Penicilina/Estreptomicina).
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REPOSITORIO DE

1. Cultivo de la linea celular L con Medio Base. Pase
celular 1:2 hasta una confluencia mayor a 95%.

[ ------- /b
3. Adicion de Medio de 2. Retirar_ el Medio
Cultivo Primario (MCP). Base y enjuague con
Incubacion a 37°C y 5%CO, PBS esteril.
por 3 dias.

4. Recoleccion del Medio de Cultivo
Primario. (MC-1, MC-n) Transferir a un
recipiente de vidrio estéril (500 mL).
Almacenamiento a -20°C.

Medio Condicionado L-WRN:
LOTE 1

5. Dilucion del Medio de Cultivo
Primario recolectado (MC-n) con
MCP al 50%. Filtrar a 40 pum.
Volumen final 1000 mL.

La produccién de los siguientes Lotes (2 y 3) de Medio Condicionado L-
WRN, siguen el mismo procedimiento desde el punto N°3.

Figura 17 Cultivo Celular y Produccién de Medio Condicionado L-WRN. Explicacion grafica del procedimiento
de trabajo con la linea celular L para la Produccion de diferentes lotes de MC L-WRN. (Elaboracién propia)

2.3.3.1 PRODUCCION DE MEDIO CONDICIONADO L-WRN

La preparacion del medio condicionado (MC) se encuentra graficamente explicado
en la Figura 17, donde a partir de la linea celular que al llegar a confluencia se
procedid a retirar el medio base; y las células se lavaron con PBS para retirar el
medio base que pudiera permanecer en el flask. Inmediatamente después se adiciona
el medio de cultivo primario que esta constituido por DMEM/F12, L-Glutamina,
FBS y antibiético (Penicilina/Estreptomicina). Se incubé por 3 dias a 37 °C y 5 %
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CO.. Para la recuperacion de todo el medio celular, se centrifugé a 3000 rpm por 10
minutos, se recolectd el sobrenadante en una botella de 500 mL y se almaceno el
Medio Condicionado L-WRN (MC-1) en un ambiente frio (2-8 °C). Seguidamente,
se afladio nuevamente el medio de cultivo primario, y se repitio el procedimiento de
incubacion a 37 °C vy la recoleccién del segundo medio que se convierte en MC-2
que una vez centrifugado se mezclé con MC-1, y asi sucesivamente. La solucion
final de Medio Condicionado L-WRN, esta compuesta de una dilucion al 50 % de los
Medios Condicionados (MC-n) recolectados y medio de cultivo primario, el cual se
filtr6 a 40 um. EI medio obtenido puede ser almacenado a -20 °C. En este apartado
se procurd la produccién de 3 lotes de 1000 mL de Medio Condicionado L-WRN

obtenidos a partir de la misma linea celular.

2.3.4 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos (también denominados primers o cebadores) especificos para
los genes de interés SLC19A2 vl (THR1a), SLC19A2 v2 (THR1b), SLC19A3
(THR2), MKi67 y LGR5 se disefiaron virtualmente y fueron sintetizados por la
empresa Sigma. La temperatura de hibridacion del cebador (Tm) que se procurd
estuvo entre 57 °C a 63 °C. Los oligonucledtidos se disefiaron y comprobaron
virtualmente para corroborar la especificidad, ambos procedimientos efectuados en el

software de NCBI-BLAST (https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome).

Para el disefio de un par de cebadores, se necesito identificar el gen de interés que lo
codifica (Gene ID), para el cual se considerd la especie y la matriz a analizar, a
través de la base de datos genéticos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica de los Estados Unidos (NCBI). La recomendacion fue tener la
ubicacion génica exacta de la parte que se desea analizar. Tras la identificacion del
Gene ID, la informacion genética que se necesit6 fue el registro RefSeq, una base de
datos de secuencias de referencia, que en muchas ocasiones se expresa con el sufijo
“NM” (ejemplo: NM_001276455), para la categoria de una secuencia de referencia
para ARNm. Adicionalmente, se necesitd la codificacion FASTA que nos permitio

conocer toda la secuencia genética de pares de bases del gen de interés.
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Figura 19 Primer-BLAST, herramienta de disefio de cebadores.

En el portal bioinformatico NCBI-BLAST, se ingreso el codigo FASTA o refseq de
cada gen de interés en la parte de “Plantilla de PCR” y ademas se especificé el lugar
de imprimacion, directa e inversa. Se establecieron los parametros ideales para el
disefio del cebador: el tamafio del producto de PCR y la temperatura de fusion del
cebador (Tm). Para mejorar la especificidad del disefio se opté por seleccionar el

“tramo de union de exon, el cebador debe abarcar una union exon-exén”. Para
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Figura 18 Primer-BLAST, especificaciones para el disefio de cebadores.
culminar, se complet6 la informacion en la parte de “parametros de comprobacion de
la especificidad del par de cebadores” con un modo de busqueda automatico, para
una base de datos de ARNm refseq y la confirmacion de la especie que se utilizo,
Mus musculus. Finalmente se oprimio el boton de “GET PRIMERS”, se esperan
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unos minutos y se obtiene la informacién de los pares de cebadores que pueden ser
usados.

2.3.4.1 Eficiencia por RT-gPCR

Después del disefio y comprobacion de la especificidad de los cebadores, se realizd
la evaluacion de la eficiencia de los cebadores. Fue necesario la evaluacion a
diferentes diluciones de RT (ADNCc) a
1/2;1/5;1/10;1/25;1/50;1/100 y 1/500 frente al MIX Q-PCR a una
proporcion de 1:20 que estan explicadas a detalle en las Tablas 2 y 3. EI MIX debe
contener 300 nM de primers. La dilucion de Rox debe ser 1/200 (199 uL H,O + 1
ML Rox).

Tabla 3 Plan de placa: Posicion de la muestra diluida en la Q-PCR.

Gen de Interés Dilucion de RT
(1pL)
1 2 —_ 1)
Sl \®
< o <
1/2 1/2 5 5
1/5 1/5 2 8
1/10 1/10 1 9
1 24

A

B

C

D 1/25 1/25
o o ke 1/50 1*  49*

F 1/100 1/100 5* 5
G 1/500 1/500 1* 9
H Blanco Blanco - - - -

*. Refiere a que se toman alicuotas a partir de la dilucion.

Tabla 4 Plan de Composicién del MIX Q-PCR

MIX (19 uL) 1 Puit 16 + 2 Puit
Mix 10 pL 180 pL
Oligo 1 0.6 L 10.8 uL
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Oligo 2 0.6 pL 10.8 pL
Rox 0.14uL 252 L
EPPI* 7.66 pL 138 uL
19 L 342 pL

Tabla 5 Plan de placa: posicion de muestras para la efficacité de oligonuclettidos en gPCR. Representacion de

diluciones de las muestras descritas en la tabla N°2 del apartado 18.3.4.2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12
A 1/2 1/2 1/2
B 1/5 1/5 1/5
C 1/10 1/10 1/10
D 1/25 1/25 1/25
E 1/50 1/50 1/50
F 1/100 1/100 1/100
G 1/500 1/500 1/500
H Blanco Blanco Blanco

THR1a THR1b THR2

(SLC19A2v1) | (SLC19A2v2) | (SLC19A3)

2.3.5 ANALISIS TRANSCRIPCIONAL

2.3.5.1 Extracciony dosaje de ARN

La preparacion de la muestra para una matriz de origen celular es importante para la
extraccion de ARN. El protocolo del laboratorio J&K Inserm 1011 para la
purificacion de RNA de organoides utiliza el Kit Direct-Zol™ RNA MicroPrep -
Zymo Research (Anexo 8). El método del protocolo asegura la recuperacion
imparcial de ARN con una alta eficacia y rapidez. El procedimiento consistio en la
adicién de muestra (células, tejidos, suero, plasma, etc.) previamente tratada en
Trizol (TRI Reagent®) sobre una columna Zymo-Spin, luego de un lavado y la
elucion de ARN. EI ARN ya eluido es adecuado para un analisis molecular (RT-
gPCR) (57). La calidad de la muestra de ARN se evalu6 midiendo la absorbancia a
260 nm, la pureza de ARN se obtiene por la absorbancia 260/280 nm (contaminacién
proteica) y 260/230 nm (contaminacion salina). El equipo que se utilizo fue
Nanodrop ND-1000.
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El procedimiento de extraccién de ARN de organoides empez6 con el tratamiento de
cada muestra con 100 pL Trizol (TRI Reagent®) sobre cada pocillo de organoides, el
grupo de estudio fue transferido y rotulado correctamente en microtubos de 1000 pL
para evitar confusiones. Para la purificacion de RNA de cada muestra pretratada con
Trizol, se le adiciono 100 pL de Etanol y se mezcld vigorosamente. La solucion
depositd en el tubo colector de la columna Zymo-Spin™ IC, se centrifugd a 10000 g

(9449 rpm) por 1 minuto y se transfiere la columna a un nuevo tubo colector.

A continuacion, se efectu6 el tratamiento de DNasa |, se le adiciond 400 pL de
Buffer de lavado RNA a cada columna, se centrifugé a 10000 g por 1 minuto, se
adiciono nuevamente 40 puL de Mix DNasa | (5 puL DNase | + 35 uyL Buffer de
digestion DNA) y se incuba la suspensién a 22°C por 15 minutos. Tras efectuar los
procedimientos anteriores, se adicion6 a cada columna 400 pL del reactivo de
prelavado (Direct-zol™ RNA PreWash), se centrifugd a 10000 g por 1 minuto y se
descartan los residuos. Seguidamente, se adiciond a cada columna 700 pL del Buffer de
Lavado RNA, se centrifug6 a 16000 g por 1 minuto y se transfirio la solucion
obtenida a un tubo RNasa free. Finalmente, la elucién de RNA se completd con la
adicion de 15 pL de Agua UP DNase/RNase Free sobre la columna y se centrifugo a

16000 g por 1 minuto. EI RNA obtenido se almacend en refrigeracion hasta su uso.

2.3.5.2 Sintesis de ADNCc por retro transcripcion

La Retro transcripcion (RT) se efectud sobre 10 pL de RNA en hielo y se adiciond
10 pL del 2X Master Mix reaccionante conformado por el RT buffer 10X, dNTPs
25X, RT random primers 10X, Multiscribe Reverse Transcriptasa, RNAsin y Agua
UP Nuclease-free (Tabla 4). Las condiciones térmicas de los ciclos se dividen en 4

etapas que estan explicadas en la Tabla 5 con parametros de tiempo y temperatura.

Tabla 6 RT: Cantidades para la preparacion del Master Mix

Numero de muestras 1 16 + 4

RT Buffer 10 X 2.0uL  40.0 uL

dNTP Mix (100mM) 25X 0.8uL 16.0 pL

RT Random primers 10X 20 L 40.0 pL
Multiscribe reverse transcriptasa 1.0 uL  20.0 pL
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RNAsiIn 1.0uL  20.0 pL
H,O UP Nuclease-free 3.2uL  64.0uL
Total, por Reaccion 10 yL  200.0 pL

Tabla 7 RT: Condiciones térmicas de los ciclos.

Etapa 1 2 3 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C

Tiempo 10 minutos 120 minutos 5 segundos o

2.3.5.3 PCR cuantitativa (qQPCR)

La reaccion de gPCR se efectud en el termociclador utilizando como programa
MxPro-Mx3000P (Agilent) y como agente intercalante SYBR Green. Los
fluoréforos para normalizar las variaciones de fluorescencia no ligadas a la PCR que
se recomienda usar es Rox. El valor de Ct (ciclo threshold) de la reaccion de gPCR es
determinado en la fase exponencial, en la interseccion de la linea de ruido de fondo y
la curva de fluorescencia lo que permitid evaluar la expresion de los genes de interés.
La expresion de los genes de interés fue moderada por el gen de control, Ciclofilina.
En la Figura 18 se observa el Master Mix de TagMan™. E| procedimiento de la
gPCR tuvo un volumen final de 20 uL compuesto de 5 pL de la RT diluida y 15 pL
de Méster Mix (Mix + Oligonucle6tidos (primers forward y reverse) + Rox (1:200) +
H,O c.s.p.). Cada grupo de estudio fue analizado por cuadriplicado sobre una placa

de 96 pocillos bajo una metodologia de determinacion cuantitativa relativa.

Tabla 8 Programacion del ciclo de la RT-gPCR

o Ciclos oo | Extension

Etapa Desnaturalizacion (40 ciclos) Hibridacion (40 ciclos)
Temperatura 95°C 95°C 60° C 72°C

Tiempo 15 minutos 10 seg 30 seg 15 minutos

2.3.6 Andlisis Estadistico

Los resultados numéricos que se obtuvieron de las diferentes experiencias se
expresaron bajo conceptos estadisticos de media, desviacion estandar, etc. La
interpretacion de las diferencias entre grupos de estudio se efectud a través de un
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Analisis de Varianza unidireccional (1 factor o 1 via), y una prueba de comparacion
maltiple de Bonferroni para evitar los falsos positivos. El andlisis estadistico se

realizd en el Software GraphPad Prism 8.1.0 Project.
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Tabla 9 Plan de placa: Posicion de las muestras sobre una placa de 96 pocillos para Q-PCR.
Distribucion para el gen de referencia (Ciclofilina) y para el biomarcador de proliferacion (Ki67).

12 3 4 5 6 7 8 9 | 10 11 12
Al 9 Blanco Enz. 1 9 Blanco Enz.
B | 2 10 Blanco ARN 2 10 Blanco ARN
cC |3 11 Blanco qPCR | 3 11 Blanco gPCR
D | 4 12 4 12
E | 5 13 5 13
F | 6 14 6 14
G | 7 15 i 15
H | 8 16 8 16

Ciclofilina Ki67

Tabla 10 Plan de placa: Posicion de las muestras sobre una placa de 96 pocillos para Q-PCR.
Distribucion para el biomarcador de células madre adultas (LGR5) y para el receptor de tiamina 1

(THTR1)

Lo | 202 3 4 5) 6 7 8 9 |10 11 12
Al 9 Blanco Enz. 1 9 Blanco Enz.
B | 2 10 Blanco ARN 2 10 Blanco ARN
CcC |3 L Blanco qPCR | 3 11 Blanco gPCR
D | 4 12 4 12
E | 5 13 5 13
F | 6 14 6 14
G | 7 15 7 15
H |8 16 8 16

LGRS THR1
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CAPITULO I11: RESULTADOS

Los resultados del presente proyecto de investigacion estan detallados en los
siguientes apartados donde se pretende ilustrar el método de conformacion de
organoides intestinales de colon murino extraidos a partir de la cepa C57BL/6J,
interpretar la proliferacion y diferenciacion celular en organoides expuestos a
diferentes lotes de Medio Condicionado L-WRN, ademés de la evaluacion de la
expresion del receptor de tiamina (THR1) que es de gran importancia en procesos

bioguimicos intestinales.

3.1 PROTOCOLO EN ANIMALES: SACRIFICIO MURINO

La cepa murina de Mus muscullus C57BL/6J que fue proporcionada por el
Departamento de Bioseguridad del Animalario del Institut Pasteur de Lille cumple
con el estado de salubridad adecuado para este proyecto de investigacion. El
sacrificio murino por dislocacion cervical post sedacién, se efectudé conservando
todas las condiciones que exige la legislacion europea. Del espécimen se extrajo la

porcién de intestino delgado y grueso en su totalidad, 38 cm aproximadamente.

3.2 ORGANOIDES INTESTINALES: OBTENCION Y CULTIVO

3.2.1 AISLAMIENTO DE CRIPTAS INTESTINALES: OBTENCION

El aislamiento de criptas intestinales murinas sigue el protocolo detallado en el
Apartado 15.3.2.1 y el Anexo 4. La evaluacion de la calidad de las fracciones
obtenidas se efectud con la ayuda de un microscopio invertido, para lo cual se tomo 1
mL de cada fraccion para ser observadas microscopicamente. Se selecciond la
Fraccion 4 debido a que estaba compuesto de varios tamafios de criptas intestinales
con formas geométricas de bordes lisos y con poca cantidad de células individuales
que se puede apreciar en la Figura 21.
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Figura 20 Fraccion N°4 de Criptas intestinales (ImL). Los circulos negros demuestran las criptas con formas
geométricas y el circulo amarillo denota a las células individuales. Elaboracion propia.

Para el conteo de criptas intestinales presentes en la Fraccion 4, se tomo6 10 uL de la
fraccion seleccionada y se depositdé sobre un portaobjetos de conteo (camara de
Malassez). Con el microscopio invertido, se manifesté la presencia de 17 Criptas
intestinales en 10 pL de la Fraccion 4. Por tanto, los calculos estimados para 1000
puL de fraccion se establece la presencia de 1700 criptas intestinales
aproximadamente. Se desprendieron 2 grupos de estudio de 500 y 750 criptas, cada
grupo con 3 pocillos, los célculos establecen que se debe tomar una alicuota de 294.1
puL y 441.1 pL respectivamente (Tabla 7). Cada alicuota se transfirié a 2 tubos
conicos de 15 mL previamente etiquetados, se centrifugd a 200 g (4226 rpm) por 5

minutos (4 °C) y se desechd el sobrenadante.

Tabla 11 Calculo del volumen de fraccion compuesto por criptas intestinales

Grupos de estudio | Volumen de alicuota
Grupo A (500 criptas) 294.1 uL
Grupo B (750 criptas) 441.1 uL

3.2.2 CULTIVO DE ORGANOIDES INTESTINALES DE COLON MURINO

El pellet de criptas de cada tubo fue reconstituido con 50 pL de Medio de
Crecimiento Organoide (MCO) a temperatura ambiente (22 °C) y 50 upL de
Matrigel® Matrix frio (4 °C) se mezcl6 cuidadosamente hacia arriba y abajo por 5
veces, evitando la formacién de burbujas. La composicion del MCO esta detallado en
la Tabla 2. Durante esta etapa se utiliz6 el Medio Condicionado L-WRN (MC L-

WRN) que el laboratorio poseia en stock.
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Figura 21 Medio IntestiCult y medio L-WRN (stock de laboratorio)

Segun el apartado 15.3.2.2, para la formacion de cupulas (domo) inicialmente se
debe pipetear 50 pL, sin embargo, al notar el tamafio de la clpula se determind
utilizar solamente la mitad, 25 pL de la suspension. La placa que se opt6 por utilizar
fue COSTAR® N°3548 de 48 pocillos (Figura 22), que previamente fue
precalentada a 37 °C durante 10 minutos. EI mismo proceso se efectué con la
suspension A 'y B en placas diferentes. Después de obtener la placa sembrada se llevd
a incubacion por 10 minutos a 37 °C, con la finalidad de fijar el Matrigel®.
Finalmente, se afiadio 250 pL de MCO + 2.5 pL Y-27632 (1:100) a temperatura
ambiente (22 °C) en cada pocillo sembrado; y PBS estéril a los pocillos vacios.
Incubacién a 37 °C y 5 % CO..

Figura 22 Placa de cultivo COSTAR
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Las criptas de colon murino empiezan a desarrollarse hasta el dia seis de cultivo,

donde se consider6 el primer passage en proporcion 1:2 (Figura 23). El protocolo de

passage se encuentra detallado en el apartado 18.3.2.2.1. Las siguientes 2 semanas

fueron favorables para el crecimiento de organoides colonicos murinos del Grupo A

y B donde se realizaron 2 passages (cada 7 dias) adicionalmente. Para la Gltima

semana de cultivo se seleccioné al grupo A para que pueda ser expuesto a los

diferentes lotes de Medio Condicionado L-WRN producidos en el Laboratorio.

Figura 23 Cultivo de Organoides Intestinales Coldnicos (Fuente propia)

3.3 CULTIVO CELULARY PRODUCCION DE MC L-WRN
El crio-tubo de las células L-WRN (ATCC® CRL-3276 ™) se descongel6 a 37°C, se
reconstituy6é con Medio Base (DMEM + Higromicina B 0.5mg/mL + FBS10%) en

un tubo conico y se centrifuga a 1000 rpm por 5 minutos. Tras eliminar el

sobrenadante, se adiciond 30 mL de Medio Base y se transfirio a un matraz de

cultivo celular (Flasks) para incubar a 37 °C y 5 % CO, hasta que llegue a una

Cultivo de la linea
celular L. Baja densidad
celular, confluencia al
45 % aproximadamente

a lne 2 diac

Cultivo de la linea
celular L. Alta densidad
celular, confluencia al
96 % aproximadamente

a lne 7 diac

Figura 24 Células de la linea celular L-WRN (ATCC® CRL-3276 ™),
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confluencia de 90 % aproximadamente.

Se realizd el proceso de tripsinacion de la linea celular, empezando por retirar el
medio de cultivo y adicionar tripsina dejando actuar por 5 minutos a 37 °C para
obtener células individuales, neutralizar con Medio Base y transferir a un tubo cénico
para centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos. Se descartd el sobrenadante para
distribuir el pellet celular reconstituido con Medio Base en 2 Flasks nuevos. Se
incuba a 37 °C y 5 % CO,, monitoreando la confluencia y el cambio de Medio Base

cada 2 o 3 dias, observar en la Figura 25.

3.3.1 PRODUCCION DEL MEDIO CONDICIONADO L-WRN

El Medio Condicionado L-WRN se obtuvo a partir de la linea celular L que fue
cultivada previamente. Las células L adheridas al matraz de cultivo se encontraban a
una confluencia mayor a 95%, se retird el Medio Base y fueron lavadas con PBS
estéril. A continuacién, se afiadid el Medio de Cultivo Primario (MCP) constituido
por DMEM/F12, L-Glutamina, FBS vy antibiético (100Ul Penicilina/100 pg
Estreptomicina por 1000 puL de MCP) y se incubé por 3 dias a 37 °C 5 % CO,. Se
recuperd todo el medio celular para centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos y se
recolectd el sobrenadante en una botella de vidrio de 500 mL, esta primera
recoleccion recibié el nombre de MC-1 y se almacend a 4 °C; se repiti0 este
procedimiento hasta llegar al volumen de la botella (500 mL). La primera botella de
Medio Condicionado (500 mL) que se obtuvo se diluyo con el Medio de Cultivo
Primario en proporciones iguales, y se filtré por una membrana de 40 pum, la solucion
obtenida es denominada como Lote 1 del MC L-WRN, se logro6 preparar los 3 lotes
de MC L-WRN propuestos en el apartado 15.3.3.1.

3.4 ORGANOIDES DE COLON MURINO EXPUESTOS A LOS
DIFERENTES LOTES DE MEDIO CONDICIONADO L-WRN
Los organoides de colon murino de la cepa C57BL/6J Wild Type extraidos
anteriormente de la porcion intestinal rica en criptas intestinales fueron cultivadas
con el Kit IntestiCult™ (Medio basal + Suplemento 1&2) y el Medio Condicionado
L-WRN que provee de compuestos necesarios para la proliferacion y diferenciacion
celular de los Organoides Intestinales. Por tal motivo es necesaria la evaluacion de
calidad del Medio Condicionado L-WRN producido en el laboratorio. Por
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consiguiente, los Organoides Intestinales fueron expuestos por 1 semana a los 3
Lotes de MC L-WRN recientemente producidos y fueron comparados con el MC L-
WRN “Ancient” que habia en stock en el laboratorio. Condiciones de cultivo:
Incubacion a 37 °Cy 5 % CO,.

La exposicion de los organoides intestinales de colon a Medio Condicionado L-WRN
(MC L-WRN) por una semana fue planificado con 4 Grupos de Estudio: Grupol, Ol
frente a MC L-WRN Ancient* (“Antiguo” en francés); Grupo 2, 3 y 4, Ol frente a
los Lotes 1,2 y 3 de MC L-WRN respectivamente. Cada grupo de estudio estuvo
conformado por 4 pocillos de organoides intestinales distribuidos a una placa
Costar® de 48 pocillos, passage. La distribucién de Organoides Intestinales sobre la

placa se encuentra detallada en la Figura 27 donde se procuré un distanciamiento

)
e e
e e e
e e e
e e
Eooeasa—)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Ancient* Lote 1 Lote 2 Lote 3

Figura 25 Distribucion de los grupos de estudio de Organoides intestinales
de colon frente a MC L-WRN sobre una placa de cultivo de 48 pocillos.

entre grupos de estudio de una columna de pocillos con PBS estéril.

La evaluacion del crecimiento de Organoides Intestinales Coldnicos de los diferentes
grupos de estudio, expuestos a distintos lotes de Medio Condicionado L-WRN, se
ejecutd con la monitorizacion de la opacidad bajo un microscopio invertido a x100.
Las fotografias obtenidas durante la evaluacion fueron analizadas instantaneamente
segun su grado de opacidad, generando un histograma que nos permite analizar el
crecimiento de organoides. En la Tabla 9 se plasma el crecimiento progresivo de
cada grupo de estudio visualizando las fotografias e histogramas de luminosidad. Los

histogramas de luminosidad representan en el eje X, la distribucion de sombras y en
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el eje Y, el nimero de pixeles; con estos parametros generados en el software del
microscopio invertido ha sido posible la evaluacion de cada fotografia.

Tabla 12 Crecimiento de Organoides Intestinales Col6nicos expuestos a diferentes grupos de Medio
Condicionado L-WRN durante 1 semana. Fotografias progresivas a x100 bajo un microscopio invertido. Cada
fotografia esta al lado de su diagrama de opacidad.

MC L-

Dia 1 (lunes) Dia 3 (miércoles) Dia 5 (viernes)
WRN

Grupo 1 (Ancient)

Grupo 2 (Lote 1)

35.7% 47.1% 59.1%
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Grupo 3 (Lote 2)

Grupo 4 (Lote 3)

40.1% 51.3% 58.4%

En el grupo de estudio 1, del MC L-WRN Ancient*, los histogramas generados
permiten observar la tendencia de proliferacion y reproduccién de este grupo control.
El histograma del dia 1 (lunes) de cada grupo servird como referencia para los
siguientes dias, en el primer grupo se puede visualizar que el primer diagrama tiene
un pico triangular con base ancha inclinada ligeramente hacia la derecha. La
siguiente fecha, dia 3 (miércoles), se avista que el histograma crecid horizontal y
verticalmente cubriendo la base del eje X, pero conservando la tendencia inicial del

primer diagrama.

En este dia de estudio se logra visualizar que se generd un pico caracteristico en el
extremo izquierdo que no aparecio en el dia 1. Para culminar, el histograma del dia 5
(viernes) obtuvo un crecimiento vertical mas pronunciado en la parte central y el lado

izquierdo del diagrama. La tendencia de proliferacion y reproduccién organoide que
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se presentd en el grupo de estudio 1, con MC L-WRN Ancient*, ha sido interpretado
con los histogramas que se describieron anteriormente. Del mismo modo, el
porcentaje de opacidad (37.2 %, 46.7 % y 55.9 % respectivamente) arrojado por el
software del microscopio refleja que este grupo de estudio logro una tendencia

progresiva de crecimiento proliferativo.

El segundo grupo de estudio de organoides intestinales, con MC L-WRN Lotel. Al
igual que el grupo anterior, la comparacién entre diagramas tomé como referencia al
histograma del dia 1 de la semana de estudio. El histograma del dia 1 (Lunes), esta
conformado por un pico triangular con una inclinacion ligera hacia la derecha, la
base del pico es ancha, el siguiente histograma (dia 3, Miércoles) guarda relacion con
respecto al primer diagrama debido se conserva la forma del pico inicial, también se
observa el crecimiento en la base del espectro que se desplaza por gran parte del eje
horizontal y la elevacion del espectro en la parte derecha central del diagrama y en
Gltimo lugar se tiene al histograma del dia 5 (Viernes) que presenta una progresion
ascendente del espectro en el lado derecho. Los porcentajes de opacidad de cada
histograma del grupo de estudio durante la semana son 35.7 %, 47.1 % y 59.1 %
respectivamente para los dias 1,3 y 5, pudiendo apreciar un crecimiento proliferativo

ascendente.

El tercer grupo de estudio de organoides intestinales, con MC L-WRN Lote 2. De la
misma manera que los grupos anteriores, se enfatiza al histograma del primer dia
como punto de referencia. En el histograma del dia 1 (Lunes) se percibe a un pico
triangular puntiagudo ubicado en la parte central derecha del espectro, la base esta
disipada a lo largo del eje X; el histograma del dia 3 (Miércoles) se extiende
horizontalmente cubriendo gran parte del eje, el pico del dia 1 se percibe superpuesto
por un espectro dilatado de manera ascendente que cubre y ensancha al pico inicial,
también se observa un patron de crecimiento extendido por los lados del diagrama; y
por ultimo, el histograma del dia 5 (Viernes) esta acrecentado verticalmente en los
lados del diagrama, dejando la parte central decrecida. Los porcentajes de opacidad
de cada histograma son 29.8 %, 41.8 % y 48.6 % para los dias 1,3 y 5 que se

monitored el cultivo.
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Para el ultimo grupo de estudio de organoides intestinales, con MC L-WRN Lote 3
se detallan los histogramas comparandolos con el primer histograma. El primer
histograma (dia 1, lunes) presenta un pico ensanchado ubicado en la parte central, el
histograma del dia 3 (miércoles) se extiende por el eje horizontal e incrementa su
area en la parte central e izquierda considerablemente y, por ultimo, el histograma
del dia 5 (viernes) tiene una tendencia de ampliacién hacia los lados al igual que el
grupo 3. Los porcentajes de opacidad de cada histograma para los dias 1,3 y 5 de este
grupo son 40.1 %, 51.3 % y 58.4 %.

Durante la evaluacion de los resultados de este apartado se puede constatar que el
crecimiento exponencial de mayor alcance fue por parte del primer y segundo grupo
de estudio. El Grupo 1, denominado como el “control” del experimento debido a que
es el MC L-WRN en stock con el que se estaba trabajando, presentd un crecimiento
estable y proporcional. El Grupo 2, a diferencia del primer grupo tuvo un crecimiento
exponencial del primer al tercer dia de exposicién al MC L-WRN, sin embargo, esta

tendencia decrecio para el quinto dia de exposicién al medio.

Los grupos 3 y 4, presentaron un crecimiento lineal y progresivo a grandes escalas,
es decir, del primer al tercer dia no se observa mucha diferencia, sin embargo, para el
5to dia de exposicion el crecimiento es notable con respecto al primer dia de
exposicion al medio. Por tanto, es conveniente sugerir que se utilice el primer lote de
produccion de Medio Condicionado L-WRN para los siguientes ensayos. La
necesidad de utilizar la proteina inhibidora de la via RHO/ROCK (Y-27632) como
suplemento para el crecimiento y preservacion de células criopreservadas fue de gran
importancia, por lo que esta proteina se utilizé en cada etapa como un suplemento
adicional.

3.5 EXTRACCION Y DOSAJE DE ARN

Culminada la semana de cultivo de Organoides Intestinales de colon expuestos frente
a distintos grupos de Medio Condicionado L-WRN, es fundamental la extraccién de
ARN de los Organoides, el dosaje de ARN y la evaluacién de calidad de ARN de
cada grupo de estudio. Por tal motivo, se opté por la extraccion con el protocolo
detallado en el apartado 18.3.6.1, donde se utiliza el Kit Direct-Zo/™ RNA

MicroPrep - Zymo Research. Los resultados de la extraccion de RNA expresados en
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unidades de concentracion (ng/uL) de cada muestra estan detallados en la Tabla 10.
La media aritmética de los valores de concentracion de RNA de cada grupo de
estudio son 51,603 ng/uL; 36,514 ng/uL; 37,408 ng/uL y 18,750 ng/uL
respectivamente. Es necesario constatar que la extraccion fue optima debido a que el

valor méximo es de 67.843 ng/pL de ARN perteneciente al primer grupo de estudio.

Tabla 13 Dosaje de ARN de Organoides de colon usando el protocolo Direct-zol. Los valores denotan la
concentracion () y los indices de pureza (260/280) (260/230)

Concentracion Media

Muestra 260/280 260/230
(ng/uL) (ng/uL)

1 67.843 1873 | A | 1554 | A

Grupo 2 42.001 1894 | A | 1376 -
51.603

1 3 44.264 1922 | A |1.709| A

4 52.302 1942 | A | 1059 | -

5 44,399 1945 | A |0.693 | -

Grupo 6 21.459 2.027 | Op. | 0.480 | -
36.514

2 7 36.852 1997 | A |1.780 | A

8 43.346 1978 | A | 1580 | A

9 59.060 1.971 | A |2.086 | Op.

Grupo 10 50.563 1487 | - |0.467| -
37.408

3 11 22.396 1828 | A | 0376 | -

12 17.612 1842 | A |1.060 | -

13 19.383 1924 | A |0.786 | -

Grupo 14 25.151 1929 | A | 1479 -

18.750 .

4 15 7.272 2.169 | Op. | 0.573 | -

16 23.195 2.053 | Op. | 0.988 | -

Abreviaturas: Op., Optimay A, Aceptable.

3.5.1 DOSAJE DE ARN

El dosaje de ARN de las muestras es un importante procedimiento para la evaluacion
de la concentracién de cada muestra (ng/uL), también estan los valores que son Utiles
para conocer si las muestras tienen un Optimo grado de pureza o si estan
contaminadas por proteinas (260/280, menor a 1.8) o por sales (260/230, menor a
1.5).
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Las diferentes muestras de ARN de organoides de colon fueron analizadas en el
equipo Nanodrop ND-1000, donde se utiliza una minima cantidad de muestra (1pL)
para obtener la concentracion de la muestra. Del mismo modo, las muestras fueron
analizadas a 3 diferentes longitudes de onda (230 nm, 260 nm y 280 nm) para
obtener la relacién 260/280 y 260/230. Los resultados de esta etapa se encuentran
descritos en la Tabla N°9.

El indice de pureza (260/280) de RNA nos indica que el 18.75 % de las muestras
tienen un grado de pureza Muy Aceptable (Optima), el 75 % de las muestras tiene un
grado de pureza Aceptable y solo el 6.25 % de las muestras presenta contaminacion
por compuestos aromaticos. Por el contrario, el indice de pureza (260/230) establece
que el 6.25 % de muestras demostré una pureza Optima y solo el 25 % obtuvo una
pureza Aceptable; por lo que es correcto afirmar que las muestras se encontraban

contaminadas con sales.

3.6 OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS PARA LOS GENES DE INTERES
A través de la herramienta bioinformatica NCBI-Primer BLAST se disefiaron los
oligonuclettidos para los genes SLC19A2 vl (THR1a), SLC19A2 v2 (THR1b) y
SLC19A3 (THR2), tomando en consideracion las caracteristicas que un buen
cebador o primer debe cumplir como son: Temperatura de hibridacion (Tm) entre 57
°Cy 63 °C, contenido promedio de GC entre 50 % y 60 % y una longitud de 18 a 25
pb; ademés los cebadores deben evitar la formacion de hair-pins (horquillas) (Tabla
12). Los cebadores para los genes MKi67 y LGRS fueron provistos por el laboratorio
J&K debido a que son cebadores estandarizados para el monitoreo de proliferacion y
diferenciacion de células en organoides intestinales. El estudio se redujo al analisis
con 3 pares de cebadores, debido a que el disefio de oligonucle6tidos para los otros 2
genes no obtuvo buenos resultados en el andlisis de eficiencia (efficacité).

3.6.1 EFICIENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS POR gPCR

Para comprobar la especificidad de los oligonucleétidos disefiados se realiz6 gPCR.
El analisis de efficacité (eficiencia) esta compuesto por la curva de amplificacion, la
curva de disociacién y la curva estandar, originadas gracias a la reaccion de qPCR.
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En la validacion de los oligonucleétidos se pretende que un Unico producto sea
amplificado, es decir que se observe un solo pico evidente en la curva de disociacion,
mas no varios picos de otros productos amplificados que denota en un problema de
dimerizacion. En los resultados de este proyecto se visualizo que la amplificacion del
gen SLC19A2v1 es tardia, con un valor de Ct a partir de 30 (Figura 27 A), que se
explica en caso no se encuentre gran cantidad de material genético.

Se analizo la curva de disociacion, la cual presenta un pico diferenciado para los
genes SLC19A2v1 y SLC19A2v2 (Figura 27B y 28B), lo cual revela que estos
primers garantizan que un unico producto sea amplificado. Por el contrario, la curva
de disociacién para el gen SLC19A3 (Figura 29B) demostrd la existencia de varios
productos amplificados dispersos aleatoriamente, razon suficiente para descartar este

grupo de cebadores.

Por ultimo, cuando se examin0 la curva estandar se determiné la eficiencia de los
cebadores calificando este parametro como éptimo si estaba dentro de 90 a 120%.
Sustentando este criterio se descartaron por completo los cebadores para el gen
SLC19A2v2 y SLC19A3 (Figura 28C y 29C). Se optd por trabajar Unicamente con
el par de cebadores para el gen SLC19A2vl (Figura 27C) que amplifica
selectivamente el Receptor de Tiamina 1 (THR1) con un porcentaje de efficacité
(eficiencia) de 103.5%.
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Tabla 14 Disefio de primers en la herramienta bioinformatica NCBI-Primer BLAST para los genes de interés.

Simb.OIO Especie | Numero NCBI Nomb_re Septidq/ Ubicgc_i()n ‘L’m Secuencia Longitud
oficial del Oligo | Antisentido | Genética | (°C) (pb)
_ MTHRL-F | Sentido | 928-947 | 6092 | ACCCCACCASCTAACE
SLC1sAvL | Murina | - NM_057087 mTHRL-R | Antisentido | 1027-1009 | 62.98 | CTTCCCCLIECTCCEET +0
SLC19A2v2 | Murina | NM_001276455 mTHRIGFA, Sentido | 8108290 ),8854 | T 104
- mTHR1b-R | Antisentido | 913-895 | 60.08 | C“TTECCCTECTCCTTO
SLC19A3 | Murina | NM_030556 Y2 (ANt | e AR | " acan 104
- mTHR2-R | Antisentido | 455-436 | 50.01 | ©TTTCTAGESCACCTAC
. _ Ki67-F Sentido | 253-272 | 59.96 | CCTCACCIOSTCACCAT
e e Ki67-R | Antisentido | 342-320 | 58.92 | TTCAATACTECTTCCAA %
Cerer | i | N otoras | OFF | Sentido | 480409 | 50.96 peceTeritaccTeeTA .
B Lgr5-R | Antisentido | 589-568 | 59.52 | CCATTTCCABLAAGACE

* Oligonucledtidos estandarizados en el laboratorio J&K Inserm 1011 Lille-Francia.
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Figura 26 Eficiencia de oligonuclettidos para THR1a (SLC19A2v1). Corrida realizada el 17
de abril de 2019. A. Curva de amplificacion. B. Curva de disociacion. C. Curva estandar,
Eficiencia de 103.5%.
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Figura 27 Eficiencia de oligonucleétidos para THR1b (SLC19A2v2). Corrida realizada el 17
de abril de 2019. A. Curva de amplificacion. B. Curva de disociacion. C. Curva estandar,
Eficiencia de 371.9%.
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Figura 28 Eficiencia de oligonucleotidos para THR2 (SLC19A3). Corrida realizada el 17 de

abril de 2019. A. Curva de amplificacion. B. Curva de disociacion. C. Curva estandar,
Eficiencia de 100.0%.
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3.7 AMPLIFICACION DE LOS GENES DE INTERES POR REACCION EN
CADENA DE LAPOLIMERASA EN TIEMPO REAL (RT-QPCR)
La expresion de los genes de interés para el presente proyecto se efectu6 sobre el
ARN extraido de organoides de colon murino del fondo genético C57BL/6J que
fueron expuestos a diferentes lotes de Medio Condicionado L-WRN. En el proyecto,
la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR) de los diferentes
genes de interés se utilizé un gen de referencia, Ciclofilina. Los genes de referencia
(house-kipping) o genes de control interno, se les caracteriza porque son expresados
constantemente en todas las muestras. En el presente proyecto se utilizé Ciclofilina,

gen de referencia que se utiliza en el laboratorio para muestras intestinales.

La cantidad de ARN que se utilizé en RT-qPCR es de 0.1 ug, por lo que las muestras
fueron corregidas a esta concentracion para que puedan ser analizadas correctamente
(Tabla 12). La preparaciéon de RT-MIX se detall6 en el apartado 19.2 con la
variacion de la cantidad de puits* a 20 para cada gen de interés. El protocolo de
lanzamiento de la RT-gPCR esta explicado en el apartado 19.5 parte con la
preparacion compuesta por 10 pL de RT-MIX, oligos 0.6 pL (c/u), 0.14 pL Rox
(1:200) y H,O UP DNasa/RNasa Free c.s.p. 15 pL (1 puit*); distribuido en una placa
de 96 pocillos (Tabla 14 y 15). Todo el procedimiento se efectud sobre una base de
hielo (4 °C) y evitando la luz directa para evitar que las enzimas presentes en los

reactivos sufran cambios que puedan afectar los resultados (Figura 30).
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Figura 29 Preparacion de la placa de 96 pocillos para RT-gPCR sobre una
cama de hielo.
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Tabla 15 Correccién de la concentracion de muestras de ARN de organoides de colon para RT-qPCR.
Preparacion de las diluciones correspondientes a cada muestra para 0.1g y preparacion de blancos.

Concentracion | RT para 0.1 pg (10uL)
Grupo | Muestra
ng/pL | ug/UL | Vi (ML) | Vagua (ML)

1 67.843 | 0.068 1.47 8.53
2 42.001 | 0.042 2.38 7.62
: 3 44.264 | 0.044 2.26 7.74
4 52.302 | 0.052 1.91 8.09
5 44.399 | 0.044 2.25 7.75
6 21.459 | 0.021 4.66 5.34
: 7 36.852 | 0.037 2.71 7.29
8 43.346 | 0.043 ZR1 7.69
9 59.06 | 0.059 1.69 8.31
10 50.563 | 0.051 1.98 8.02
3 11 22.396 | 0.022 4.47 5.53
12 17.612 | 0.018 5.68 4.32
13 19.383 | 0.019 5.16 4.84
14 25.151 | 0.025 3.98 6.02

§ 15 7.272 | 0.007 10.00 0
16 23.195 | 0.023 431 5.69

Blanco Enz. 80

Blanco ARN 80

3.8 BIOMARCADOR DE PROLIFERACION CELULAR (MKI67) POR RT-

QPCR

El objetivo principal del proyecto desarrollado se puede desprender en 2 etapas, este

apartado se enfoca en el andlisis de proliferacion de organoides intestinales de colon

murino expuestos a diferentes lotes de Medio Condicionado L-WRN preparado en el

laboratorio. El biomarcador de proliferacion celular que se utilizd6 es Ki67

(codificado por el gen MKi67).
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El biomarcador de proliferacion, Ki67, ha sido evaluado en los 4 grupos de estudio y
los resultados se tomaron con respecto al gen de Ciclofilina. Es decir, la obtencion de
los datos finales se optd por derivar la diferencia de Ct entre el gen de interés y el
gen de referencia, este dato fue ajustado estadisticamente para evitar errores dentro
del grupo. Por ultimo, los datos finales fueron analizados a través del software
estadistico GraphPad Prism 8.1.0 (325) haciendo un analisis de varianza de una sola
via (ordinary one-way ANOVA). El andlisis estadistico afirmé que el valor de P es <
0.0011 (**), el valor de F que es 10.46 y un R cuadrado de 0.7234; por tal motivo se
pudo corroborar la existencia de diferencia significativa entre los grupos.
Adicionalmente, se programd una prueba de comparacion mdaltiple (Prueba de
Bonferroni) entre los grupos de estudio, con el objetivo de reducir errores

estadisticos como que algin dato aparezca errGneamente como estadisticamente

Ki67
* %
1 5 -
2 -~ 33 Ancien Lot

c £ I
o = T = Nouveau Lot 1
S5
5 o 1.0 =3 Nouveau Lot 2

[S]
) 5* = Nouveau Lot 3
[<B]
== |
+—= O
< = 0.54 .
< X
B B

0.0 . -
Mouse colonoids

Figura 30 Resultados de la expresion del biomarcador de proliferacién Ki67 en

Organoides de colon murino por RT-gPCR. Grupos de estudio expuestos a diferentes lotes

de Medio Condicionado L-WRN.

significativo (P<0.05).

En la Figura 31 se aprecian los resultados de la comparacion multiple de Bonferroni,
donde se corrobora la existencia de diferencia significativa en 3 oportunidades dentro
de los grupos de estudio. En primer lugar, se observa la comparacion entre el Grupo
2 (Lote 1) vs. Grupo 4 (Lote 3) (**) donde el valor de diferencia significativa que se
le confiere es 0.8255, un valor de t igual a 4.822 y finalmente 0.2857 a 1.365 de
Intervalo de Confianza al 95%. En segundo lugar, se delimita a la comparacién entre
el Grupo 1 (Ancient) vs. Grupo 4 (Lote 3) (**) donde el valor de diferencia
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significativa que se le confiere es 0.7118, un valor de t igual a 4.157 y finalmente
0.1720 a 1.252 de Intervalo de Confianza al 95%. La Gltima comparacion denota
entre el Grupo 2 (Lote 1) y Grupo 3 (Lote 2) (*) donde el valor de diferencia
significativa que se le confiere es 0.5953, un valor de t igual a 3.477 y finalmente
0.05549 a 1.135 de Intervalo de Confianza al 95 %.

Uno de los objetivos especificos del presente proyecto estd enfocado en la
identificacion del lote de medio condicionado L-WRN que favorece la expresion de
la proteina marcadora de la proliferacion Ki67, haciendo uso del ARNm de
organoides de colon murino como matriz de analisis. En la Figura 31, se distinguen
los resultados gréficamente tras el andlisis estadistico de los datos obtenidos
mediante RT-gPCR, donde se perciben a los diferentes grupos de estudio; el grafico
de columnas representa la expresion de la proteina Ki67, donde se considera en el eje
X a los diferentes grupos de estudio con organoides de colon murino y en el eje Y a
los niveles relativos de ARNm/Ciclofilina. Visualmente, se logra distinguir la
expresion de la proteina Ki67 en el orden de mayor a menor de la siguiente manera:
grupo 2, grupo 1, grupo 3 y grupo 4. Por ende, es correcto afirmar que el lote que
favorecio en gran medida la expresion de la proteina Ki67 es el grupo 2, haciendo
uso del primer lote producido de medio condicionado L-WRN.

3.9 DIFERENCIACION DE CELULAS MADRE EN ORGANOIDES DE
COLON MURINO: BIOMARCADOR DE CELULAS MADRE
ADULTAS (LGR5) POR RT-QPCR

El objetivo principal del proyecto desarrollado se puede desprender en 2 etapas, este

apartado se enfoca en el andlisis de diferenciacion de células madre en organoides

intestinales de colon murino expuestos a diferentes lotes de medio condicionado L-

WRN preparado en el laboratorio. EI biomarcador de células madre adultas que se

utilizé es LGRS, codificado por el gen con el mismo nombre.

El biomarcador de células madre LGRS5, ha sido evaluado en los 4 grupos de estudio
y los resultados se tomaron con respecto al gen de ciclofilina. Del mismo modo al
apartado anterior, para la obtencion de los datos finales se opté por derivar la
diferencia de Ct entre el gen de interés y el gen de referencia, este dato fue ajustado
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estadisticamente para evitar errores dentro del grupo. Los datos finales fueron
analizados a través del software estadistico GraphPad Prism 8.1.0 (325) haciendo un
analisis de varianza de una sola via (ordinary one-way ANOVA). Para esta etapa del
proyecto, el analisis estadistico afirmé que el valor de P es < 0.0011 (***), el valor
de F que es 27.14 y un R cuadrado de 0.9005; por tal motivo se pudo corroborar la
existencia de diferencia significativa entre los grupos. También se programoé una
prueba de comparacion multiple (Prueba de Bonferroni) entre los grupos de estudio
(P <0.05).

En la Figura 32 se avistan los resultados de la comparacion multiple de Bonferroni
corroboraron la existencia de diferencia significativa en 3 oportunidades. En primer
lugar, se observa la comparacion entre el grupo 1 (Ancient) vs. grupo 4 (Lote 3)
(***) donde el valor de diferencia significativa que se le confiere es 0.9745, un valor
de t igual a 6.967 y finalmente 0.5039 a 1.445 de Intervalo de Confianza al 95%. En
segundo lugar, se delimita a la comparacion entre el grupo 1 (Ancient) vs. grupo 3
(Lote 2) (***) donde el valor de diferencia significativa que se le confiere es 0.9330,
un valor de t igual a 7.563 y finalmente 0.5180 a 1.348 de Intervalo de Confianza al
95%. La altima comparacion denota entre el Grupo 1 (Ancient) y Grupo 2 (Lote 1)

(***) donde el valor de diferencia significativa que se le confiere es 0.7345, un valor

LGRS
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Figura 31 Resultados de la expresion del biomarcador de células madre adultas LGR5 en
Organoides de colon murino por RT-gPCR. Grupos de estudio expuestos a diferentes lotes de
Medio Condicionado L-WRN.

de tigual a 6.431 y finalmente 0.3503 a 1.119 de Intervalo de Confianza al 95 %.
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Uno de los objetivos especificos de este proyecto busca distinguir el lote de medio
condicionado L-WRN que beneficia la diferenciacion de células madre que esta
ligada a la expresion del biomarcador de células madre adultas, LGR5. En la Figura
32 se aprecia un grafico de columnas que tiene por intencion favorecer la
interpretacion de los datos estadisticos de la expresion del biomarcador LGR5; en el
grafico se observa el eje X que representa a los grupos de estudio conformados por
los organoides y el eje Y que refiere a los niveles relativos de ARNm/Ciclofilina. En
una primera impresion visual se puede definir un orden en la expresion del
biomarcador LGR5; en primer lugar, se tiene al grupo 1 (Lote Ancient del medio
condicionado L-WRN) que denota una clara evidencia de que beneficia la expresion
del biomarcador LGRS, posteriormente se tiene al grupo 2 que tiene un grado de
influencia relativamente menor con respecto al primer grupo; y para culminar se
tienen a los grupos 3 y 4 que muestran una expresion aun menor que el grupo
anterior. Por consiguiente, es apropiado alegar que el lote que beneficid la expresion
del biomarcador de células madre adultas (LGR5) es el lote Ancient de medio
condicionado L-WRN; y menor proporcion, el primer lote de medio condicionado L-

WRN recién producido.

3.10 EXPRESION DEL RECEPTOR DE TIAMINA 1 (THR1) EN
ORGANOIDES DE COLON MURINO POR QPCR
Uno de los objetivos especificos que se procura desarrollar en el proyecto es evaluar
la expresion del receptor de tiamina 1 (THR1) que es codificado por el gen
SLC19A2v1. La importancia de la determinacion del receptor transportador de
tiamina en el intestino se debe a que es el principal érgano de absorcion, y la
determinacion e identificacion de estos receptores son el paso inicial para determinar
que este nuevo sistema de cultivo celular tiene la capacidad de simular un mini

6rgano a cabalidad.

El receptor de tiamina 1 (THR1), ha sido evaluado en los 4 grupos de estudio para
analizar la expresion genética con respecto al gen de ciclofilina. Anadlogamente al
analisis de los anteriores genes de interés, los datos finales fueron hallados tras el
ajuste matematico de derivar la diferencia de Ct entre el gen SLC19A2v1 y el gen

ciclofilina, de la misma manera que se corrigieron estadisticamente los datos para
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evadir errores. El software estadistico que se encargd del estudio final fue GraphPad
Prism 8.1.0 (325), haciendo un andlisis de varianza de una sola via (ordinary one-

THTR1
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Figura 32Resultados de la expresion del receptor de tiamina 1 (THR1) en Organoides de colon murino por
RT-gqPCR. Grupos de estudio expuestos a diferentes lotes de Medio Condicionado L-WRN.

way ANOVA). Los resultados del analisis estadistico de esta primera etapa aseveran
un valor de P igual a 0.0004 (***) que refiere a la existencia de una diferencia
significativa (P <0.05); ademas de un valor de F igual a 14.04 y un R cuadrado igual
a 0.7929. Paralelamente se programé la prueba de comparacion multiple de

Bonferroni para un analisis estadistico detallado entre grupos de estudio.

En la Figura 33 se divisan los resultados de la prueba de Bonferroni que aseveran la
existencia de diferencia significativa en 3 ocasiones. Inicialmente se visualiza la
comparacion entre el grupo 1 (Ancient) vs. grupo 4 (Lote 3) (***) donde se le
confiere un valor de diferencia significativa de -1.794, un valor de t igual a 5.623 y
finalmente -2.818 a -0.7705 de Intervalo de confianza al 95%. En segundo lugar, se
denota la comparacién entre el grupo 3 (Lote 2) vs. grupo 4 (Lote 3) (***) donde se
le confiere un valor de diferencia significativa de -1.792, un valor de t igual a 5.617 y
finalmente -2.816 a -0.7687 de Intervalo de Confianza al 95%. Por Gltimo, esta la

comparacion entre el grupo 2 (Lote 1) vs. grupo 4 (Lote 3) (**) donde se le confiere
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un valor de diferencia significativa de -1.643, un valor de t igual a 5.149 y
finalmente -2.666 a -0.6192 de Intervalo de Confianza al 95%. Dicho en otra manera,
se puede citar que la mayor expresion de THR1 en este apartado se encontro en el
cuarto grupo de estudio (Lote 3 de MC L-WRN).

DISCUSIONES

Esta investigacion tuvo la finalidad de conformar un sistema de cultivo organoide de
colon murino a partir del aislamiento de criptas intestinales donde se encuentran
presentes gran cantidad de células madre. Para aseverar que el cultivo de organoides
colonicos fue exitoso fueron necesarios estudios que permitieran analizar la
proliferacion y diferenciacion de células madre, por lo cual se opté por el uso de
biomarcadores moleculares especificos como lo son: MKi67 y LGR5
respectivamente, los cuales permiten su analisis por RT-gPCR. Asi también, se
pretendia evaluar la importancia del medio condicionado L-WRN que provee de los
factores necesarios para el crecimiento del cultivo organoide, motivo por el cual se
busca identificar el lote de medio condicionado L-WRN que favorece la proliferacion
y diferenciacion de células madre. Adicionalmente, se evalud la expresion del
receptor de tiamina 1 (THR1). A continuacion, se discuten los principales hallazgos

del presente estudio.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, se logra esclarecer la primera
deduccidn con respecto a la presencia de células madre en criptas intestinales. Si bien
ya se conocia la presencia de las células madre en gran cantidad de tejidos, el aporte
que le da las células madre al intestino es su capacidad de autorrenovacién. El
intestino al ser un 6rgano que puede estar en constante renovacion celular, se trataria
del 6rgano donde se puede encontrar gran cantidad de células madre, caracteristica
que puede ser utilizada en diversas areas de investigacion como la ingenieria de
tejidos 'y medicina regenerativa (6,58-60). La manera de visualizar
experimentalmente las células madre intestinales adultas es a través de su
biomarcador especifico LGRS, el cual también es parte de la via sefializacion Wnt.
De manera general podemos afirmar que el cultivo organoide de colon murino

expresa LGRS.
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Del mismo modo, segln la bibliografia recolectada se puede inferir la necesidad de
distintos factores que favorecen el microambiente para el crecimiento y cultivo
adecuado de un sistema organoide rico en células madre dentro de los cuales estan la
via de senalizacion Wnt/pB-catenina/R-espondina, el factor de crecimiento y los
inhibidores de BMP/Noggin; factores necesarios para mantener la homeostasis de los
organoides y que fueron proporcionados de manera experimental gracias al medio
condicionado L-WRN. El analisis de lote a lote del MC L-WRN efectuado en el
presente estudio tiene como primer enfoque el control de calidad en la preparacién
continua de los lotes a partir de un mismo cultivo (flask). Los resultados se este
analisis los diferenciaremos en 2 subconjuntos: MC L-WRN/MKi67 y MC L-
WRN/LGRS5.

A partir de los resultados de proliferacion, la relacion MC L-WRN/MKi67,
estadisticamente se demuestra que existe una diferencia significativa de proliferacion
entre los grupos, y a través de la prueba de Bonferroni se logra determinar que solo
en 3 ocasiones existe una diferencia significativa, 2 de ellas involucran el segundo
grupo de estudio (Lote 1 de MC L-WRN), siendo este grupo el que mejores
resultados obtuvo. Es importante recalcar que los lotes de MC L-WRN producidos
recibieron el mismo tratamiento para los 3 lotes producidos, con la unica diferencia
en el tiempo de cultivo de las células. Segun los resultados presentados se reafirma
nuevamente una fuerte evidencia de que el cultivo de organoides con MC-L-WRN
favorece en gran medida en su proliferacion y en general en su crecimiento
apropiado, como también se pudo observar en un estudio que se publicé en 2019 por
VanDussen KL y su equipo, donde evaluaron 14 lotes independientes de MC L-WRN
producidos en 5 laboratorios de 3 instituciones y concluyeron que los lotes
producidos fueron reproducibles y dieron el primer paso para la validacién de la
produccion de MC L-WRN como un medio que contiene los factores Wnt3a,R
espondina y Noggin (WRN), secretados por la linea celular “L”, necesarios para la
conservacion de las células madre intestinales (61). El aporte de este ensayo nos
indica que MC L-WRN recién preparado de la linea celular favorece notablemente el
crecimiento de wun cultivo organoide rico en células madre epiteliales

gastrointestinales, datos que pueden ser favorecedores para la comunidad cientifica
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que se enfoca en los estudios de medicina regenerativa, ingenieria de tejidos,
fisiologia molecular, etc.

De la misma manera que se evaluo la proliferacion en el cultivo organoide descrito
anteriormente, se realizo el estudio comparativo con el biomarcador de células madre
adultas intestinales (LGRS5), lo que dio lugar al modo de comparacién del cultivo
organoide con MC L-WRN/LGR5. En este contexto se puede observar que existe
una diferencia significativa entre los grupos de estudio, y con la prueba de
Bonferroni se puede inferir el grupo de estudio que presenta mas diferencia con
respecto a los otros grupos de estudio fue el grupo 1, conformado por el MC L-WRN
“Ancient” que fue el que se poseia en el laboratorio de investigacion. Los detalles del
modo de preparacién de este MC L-WRN fueron descritos en el protocolo que se
siguid en este estudio, sin embargo, se desconoce el tiempo exacto en que se prepard
el medio pudiendo inferir que fue realizada unos 3 a 6 meses atrés. La observacion
en esta oportunidad recayd sobre este grupo debido a los resultados obtenidos, los
cuales nos indicaban que fue el medio que favorecié en gran medida la expresion del
biomarcador LGRS5, lo que sugiere que conserva mejor la cantidad de células madre
adultas intestinales.

En el mismo contexto, se pudo visualizar que el segundo grupo que mejor favorecié
la expresion de LGRS, fue el denominado segundo grupo de estudio conformado por
el lote 1 de MC L-WRN. De la misma forma que se discutié la proliferacion en
parrafos anteriores, se identifico que el lote 1 de MC L-WRN también tuvo un indice
de expresion de LGRS5 alto en comparacion con los otros lotes de MC L-WRN. Asi
también podemos deducir nuevamente que MC L-WRN favorece la expresion del
biomarcador de LGR5 para células madre adultas intestinales. A lo cual se sugiere
que el MC L-WRN recién preparado a partir de la linea celular favorece la expresién
de LGR5, para células madre adultas intestinales (16,61). Notablemente se puede
inferir que estos resultados con diferencia entre grupos, podria ser producto de un
estrés celular en la linea celular “L-WRN” sometido a la produccion de MC L-WRN
de manera continua, lo que abre la posibilidad de repetir el ensayo con un tiempo de
“descanso” en la linea células “L-WRN” entre cada produccion de los lotes de MC
L-WRN.
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El enfoque bioquimico de este estudio se enfatizd en evaluar la expresion del
receptor de tiamina 1 (THR1), receptor que pertenece a la familia de proteinas
transportadoras de solutos (SLC). El interés por estudiar esta proteina surgi6 a raiz de
comprobar si los organoides intestinales de colon podrian poseer la capacidad de
absorcion de compuestos, por lo que el paso anterior es evaluar si en este nuevo
cultivo se encuentra presente los SLC. La dificultad en este apartado fue el correcto
disefio de cebadores, de los cuales en este estudio se disefiaron 3 pares de cebadores
de los cuales se descartaron 2 debido a un anélisis de eficacia desfavorable, el
descarte de un mal disefio de cebadores se pudo haber comprobado con un anélisis de
integridad haciendo uso de electroforesis. Por tal motivo, se presentan las
caracteristicas de estos cebadores, para que puedas ser sometidos a estudios futuros
para evaluar su calidad. El par de cebadores seleccionados para THR1, obtuvieron
una eficacia del 103%, resultado que fue considerado como favorable para evaluar la

expresion de esta proteina.

Los resultados de la expresion de THR1 sobre los diferentes lotes de MC L-WRN
denotan de manera general que la expresion de esta proteina esta en todos los grupos
de estudio y con una gran diferencia significativa para el tercer grupo de estudio (lote
3 MC L-WRN). Existen diversos estudios de esta proteina en tejido intestinal y
gastrico, de la bibliografia recolectada se puede deducir que la expresion de esta
proteina se encuentra en mayor medida en la porcion gastrica, seguida por la porcion
intestinal (duodeno > yeyuno > ileon > ciego > colon > recto) y finalmente en higado
(62). Por tanto, es correcto afirmar que los estudios de esta proteina estaran
enfocados en las porciones intestinales que mas expresen la proteina. Sin embargo,
en el presente estudio, se enfatizd en evaluar la expresion de esta proteina con la
finalidad de proponerlo con un marcador de las SLC que denote indicios de una
capacidad de absorcion (35,45). Sin embargo, los estudios en la porcién coldnica son
reducidos, de igual forma es sabido que esta proteina transportadora posee diversas
funciones, en incluso se podria inferir que también podria estar presente en las
células “L-WRN”. Es necesario esclarecer este estudio en organoides solos y en MC
L-WRN por separado para evitar los falsos positivos que pudiéramos encontrar, lo

cual explicaria su mayor expresion en el tercer grupo de estudio, que podria estar
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relacionado a un desprendimiento involuntario de las células “L-WRN” que podrian

estar presentes en el medio MC L-WRN.

Los grupos de investigacion que se enfocan a los estudios con células madre y
organoides estan actualmente profundizando y expandiendo sus resultados, lo que
genero mas expectativa en diversos laboratorios que se suman a esta rama de la
investigacion dadas a sus diversas aplicaciones en distintas areas (19,60,63-65). Sin
duda la expansion de los estudios en células madre serdn exhaustivos y cabe la
posibilidad de mas estudios que esclarezcan mas estudios sobre el MC L-WRN sobre
técnicas de cultivo, produccién y nuevas fuentes o reactivos que favorezcan estos
resultados. Asi como también las nuevas aplicaciones y el disefio de organoides de
distintos tejidos. En este apartado, con una proyeccion a futuro se presenta como
propuesta que se puedan adoptar mas procedimientos de control de calidad a los
ensayos y/o protocolos operativos en el cultivo de organoides para que puedan ser
reproducibles y que su vez logren ser compartidos hacia la comunidad cientifica con
la finalidad de que se extiendan los estudios y publicaciones con estos meétodos
experimentales. De lograr la implementacion de medidas de control de calidad podria
mejorar la reproducibilidad de los cultivos in vitro/in vivo e indirectamente se

evitaria el desperdicio de recursos en toda la comunidad cientifica.
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CONCLUSIONES

e Se logrd la conformacion de un sistema de cultivo organoide de colon murino
a través del aislamiento de criptas intestinales ricas en células madre haciendo
uso del medio condicionado L-WRN recién preparando durante el trabajo de
investigacion.

e Se analiz6 la proliferacion y diferenciacion celular en organoides de colon
murino expuestas al medio condicionado L-WRN haciendo uso de
biomarcadores de proliferacion (MKi67) y de células madre adultas (LGR5)
que fueron cuantificados a través de RT-gPCR. La proliferacion (MKi67) fue
notable y diferenciada en el segundo grupo de estudio con el lote 1 del MC L-
WRN; del mismo modo el analisis sobre las células madre (LGR5) demostrd
una notable diferencia en el primer grupo de estudio compuesto del lote
“Ancient” del MC L-WRN que se encontraba en stock.

e Se identifico que el MC L-WRN (Lote 1) recién preparado favorece la
proliferacion de organoides intestinales de colon murino y la expresion de la
proteina marcadora de la proliferacion Ki67. También se establece que el lote
1 es una potencial alternativa de trabajo para el beneficio de la expresion de
ceélulas madre adultas (LGRS5). Sin embargo, es necesario recalcar que el MC
L-WRN (Ancient) presentd el mayor grado de influencia en la diferenciacion
y expresion de las células madre adultas (LGR5) a través de RT-gPCR.

e Se evalud la expresion del receptor de tiamina 1 (THR1) codificada por el
gen SLC19A2v1, haciendo uso de un par de cebadores especificos disefiados
con un grado de especificidad y eficacia. En este apartado se puede suponer
la presencia de THR1 en todos los grupos de estudio y en mayor proporcion
en el tercer grupo de estudio a través de un analisis de RT-qPCR.
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SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

v' Para experimentos futuros que busque la utilizaciobn de organoides
intestinales considerar el uso del medio condicionado L-WRN recién
preparado.

v La evaluacién de absorcion intestinal en organoides intestinales como nuevo
modelo biofarmaceutico.

v' La bisqueda de diferentes receptores relacionados a multifunciones
bioguimicas es de gran interés en la actualidad.

v El andlisis exhaustivo de la sefial Wnt, R-espondina y Noggin en diferentes
condiciones ambientales y de exposicion puede ser de gran interés

investigativo.
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ANEXOS

Anexo 1 Andlisis de datos numéricos de la expresion del gen Ki67, haciendo uso de la Ciclofilina como gen de referencia.

. . Media MEDIA| Ct Media SD |MEDIA Media Potencia| Media P Correccion| Media
Ki67 Ctkier Ct sbct Ki67 | Cyclo | Cyclo | Cyclo | Cyclo o dct uct (] P sbp (P-C) P-C SDp-C
1 283 28.15 0.22 20.59 20.59 0.00 7.555 0.588 0.665 0.641
27.99 20.59
Lote 1: 2 ggg; 28.05 0.03 ;(1)3 20.95 0.35 7 0.133 0.912 0.879
Ancien MC 27’ 5 27.8388 21'3 20.8713 6.9675 1.038 0.315 1.000 0.303
L-WRN 3 > 27.46 0.06 - 20.96 0.49 6.5 -0.467 1.383 1.332
27.41 20.61
4 2117 27.71 0.09 2 20.99 0.01 6.715 -0.253 1.191 1.148
27.64 21
5 2809 28.19 0.14 2167 21.67 0.01 6.525 -0.443 1.359 1.309
28.29 21.66
Lote 2: MC 6 gggg 28.33 0.06 igi 21.67 0.51 6.655 -0.312 1.242 1.196
ote l- 1 27.83 28.3013 21'21 21.5138 1.156 0.250 1.114 0.241
- 27.81 0.04 - 21.14 0.10 6.665 -0.303 1.233 .
! 27.78 21.07 1.188
29.06 21.67
8 2871 28.89 0.25 21.49 21.58 0.13 7.305 0.338 0.791 0.762
29.88 21.87
29. .2 .87 A ! . .
9 20.49 9.69 0.28 No Ct 21.8 7.815 0.847 0.556 0.535
Lemel 10 et aos 281 29 | 0z 7135 0167 | 0.8% 0.858
ote S 32 - R 23.0414 0538 | 0.203 0519 | 0.283
. 4.81 .94 - 25. .01 N 2. .172 .
11 Fa7 34.8 0.9 7% 5.30 | 0.0; 9.505 538 | 0O 0.166
29.39 21.49
29.38 0.02 21.51 0.02 7.87 0.903 0.535 .
12 29.36 21.52 g Dk
31.35 22.32
31.60 0.35 22.28 0.0 .32 2.353 0.196 .
13 3185 2204 6 9 0.189
Lote 4: MC 14 gizé 32.48 2.02 g;gg 22.42 0.09 10.065 3.098 0.117 0.113
ote 3' 1 31.84 31.7886 23.18 22.5938 0.250 0.113 0.241 0.109
15 - 31.66 0.25 - 23.20 0.03 8.46 1.493 0.355 0.342
31.48 23.22
31.04 22.53
16 No Ct 31.04 22,43 22.48 0.07 8.56 1.593 0.332 0.319
. 31.59 23.87
Blanco Enzima 273 32.16 0.81 24,06 23.97 0.13
36.52 28.28
Blanco ARN No Ct 36.52 2776 28.02 0.37
39.74 33.51
Blanco QPCR No Ct 39.74 32261 33.06 0.64




Anexo 2 Data procesada. Analisis estadistico de KI67 por ANOVA one way y test de Bonferroni. (GraphPad 8.1.0 Project)

Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value

F value summary

Are means signif. different? (P = 0.05)
Mumber of groups

F

R squared

ANOVA Table
Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
Ancien Lot vs Nouveau Lot 1

Ancien Lot vs Nouveau Lot 2

Ancien Lot vs Mouveau Lot 3
Mouveau Lot 1 vs Nouveau Lot 2
Mouveau Lot 1 vs Mouveau Lot 3

Mouveau Lot 2 vs Mouveau Lot 3

KisT

0.001

£

Yes

10.46
0.7234

55
1.840
0.7035
2.544

Mean Diff.
-0.1138
0.4815
0.7118
0.6953
0.82585
0.2303

df

15

t
0.6644
2.812
4157
3477
4.822
1.345

M35
0.6134
0.05862

Significant? P < 0.057
Mo
Mo
Yes
Yes
Yes
Mo

Summary
ns

ns

drir

£

ns

955% CI of diff
-0.6535 to 0.4260
-0.05826 to 1.021
0.1720 to 1.252
0.05549 to0 1.135
0.2857 to 1.365
-0.3095 to 0.7700



Anexo 3 Analisis de datos numéricos de la expresion del gen LGR5, haciendo uso de la Ciclofilina como gen de referencia.

P

Ct Media MEDIA| Ct Media SD [MEDIA Media Potencia| Media . Media
LGRS Lers | ct | SPCt| kis7 | cyclo | Cyelo | cyclo | cyelo | %€ | act | Gt | (p) p | SPP CO'(rLQ_EC)'O" p.c |SPPC
29.19 20.59
1 a0 2911 | o1 S025] 2059 | 000 8.52 0358 | 0.781 0.765
Lote 1: 2 gg“l‘g 29031 | 018 2(1)5 20.95 | 035 8.355 0.193 | 0875 0.858
Ancien MC o 20.034 — =2 20.871 8.1625 1.020 | 0.236 1.000 | 0.232
L-WRN - A X - X " A -0. . .
3 ogar 2895 | 067 oor] 2096 | 049 7.99 0172 | 1127 1.104
28.96 20.98
4 ssea| 2878 | 026 5| 2099 | 001 7.785 -0.378 | 1.299 1273
30.51 21.67
5 oo 3118 | o087 See| 2167 | oot 9.46 1.298 | 0.407 0.399
Lot 2 M 6 gigé 3238 | 188 zigi 21.67 | 051 10.71 2548 | 0471 0.168
ote L & 064 31793 =% 21514 0.271 | 0.159 0.265 | 0.156
7 |5per] 3061 | 005 SLor] 214 | 010 9.465 1303 | 0.405 0.397
32.77 21.67
8 [5ope 3306 | 041 Siag| 2188 | 013 11.48 3318 | 0.100 0.098
33.98 21.87
o o] 3398 ~ooar] 287 12.11 3.948 | 0.065 0.064
_ 10 2212 34.66 | 0.76 iggg 2291 | 025 11.75 3588 | 0.083 0.082
Lote 3: MCH : 34.19 2= 23.041 0.068 | 0.014 0.067 | 0.014
2 11 [NocCt 25311 530 | 001
No Ct 2529 | & :
33.83 21.49
12 2o 3883 | 000 S5 251 | 002 12.325 4.163 | 0.056 0.055
No Ct 22.32
B e eaq| 2228 | 006
I ';'Z ;33‘ 34,93 ;ggg 2242 | 0.09 12,515 4353 | 0.049 0.048
ote 4: MC1 : 36.875 = 22,594 0.026 | 0.032 0.026 | 0.032
3 15 | MNoct 2818 [ o [ 00
No Ct 2322 | :
38.82 22.53
16 oo 3882 Seaa| 2248 | 007 16.34 8.178 | 0.003 0.003
_ No Ct 23.87
Blanco Enzima No Ct 24,06 23.97 0.13
No Ct 28.28
Blanco ARN o e| 2802 | 037
No Ct 33,51
Blanco QPCR No Gt 3261 33.06 | 0.64




Anexo 4 Data procesada. Analisis estadistico de LGR5 por ANOVA one way y test de Bonferroni. (GraphPad 8.1.0 Project)

Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P = 0.05)
Mumber of groups

F

R squared

ANOVA Table
Treatment (between columns)
Residual {within columns)
Total

Bonferrani's Multiple Comparison Test
Ancien Lot vs Nouveau Lot 1

Ancien Lot vs Nouveau Lot 2

Ancien Lot vs Mouveau Lot 3
Mouveau Lot 1 vs Nouveau Lot 2
Mouveau Lot 1 vs Mouveau Lot 3

Mouveau Lot 2 vs Mouveau Lot 3

LGRA

< 0.0001

Yes

4

2714

0.9008

85 df
2125 3
0.2348 g
2.359 12
Mean Diff. t
0.7345 6431
0.9330 7563
0.9745 6.967
0.1985 1.609
0.2400 1.716
0.0415 0.2815

M3
0.v082
0.02609

Significant? P = 0.057
Yes
Yes
Yes
Mo
Mo
Mo

Summary

Fik
Fik

drirk

ns
ns

ns

95% CI of diff
0.3503 to 1.119
0.5180 to 1.348
0.5039 to 1.445
-0.2165 to 0.6135
-0.2306 to 0.7106
0.4545 to 0.5375



Anexo 5 Analisis de datos numéricos de la expresion del gen THR1, haciendo uso de la Ciclofilina como gen de referencia.

)

Ct Media MEDIA| Ct Media SD |MEDIA Media Potencia | Media L Media
THRI THR1 | ct | SPC" | kie7 | cyelo | Cyclo | cyelo | cyelo | %€t | act | 9 | ) p | PP COE;e_(C:C)")” pc |PFC
29.69 20,59
L I eeo| 2886 | 118 S0 2059 | 000 8.265 1.099 | 0.467 0.422
Lotel: | 2 g;g? 27.38 | 0.44 5(1)5 2095 | 035 6.43 -0.736 | 1.666 1507
Ancien MC et 28.088 |5 20.871 7.1663 1.105 | 0507 1.000 | 0.459
L-WRN - .
3 |oger] 2814 | 067 oer] 20.96 | 049 7.18 0014 | 0991 0.896
27.72 20.98
4 | rar] 2778 | 008 5 | 2099 | 001 6.79 0376 | 1.208 1174
283 2067
5 oo 2826 | 006 Siec] 2167 | oo 6.59 0576 | 1.491 1.349
el 8 2288653 2827 | 033 iigi 21.67 | 051 6.595 0571 | 1486 1344
Lote . MC 03 28.224 [ 21.514 1378 | 0.150 1247 | 0136
T e 2786 | 025 Slor] 2114 | 00 6.715 0451 | 1367 1237
2853 20167
8 ey 2852 | 001 Siao] 2158 | 013 6.94 0226 | 1.170 1.058
2857 21.87
9 I eap| 2850 | 01 ~cor| 287 6.625 0541 | 1455 1317
_ 10 Nzg'gt 29.30 gg;g 2291 | 025 6.395 0771 | 1707 1544
Lote g MC Ng & 20522 |- 23.041 1.199 | 0.643 1.085 | 0.582
1 | 3442 seog] 2530 | 001 9.12 1954 | 0.258 0.234
28.1 2149
12 || 282 | 016 Sey] 2451 | o002 6.705 0461 | 1377 1246
27.58 22.32
13 [0 2764 | 008 S| 2228 | 0.06 536 1806 | 3.497 3.164
Lo amel gg'gg 2884 | 176 ;ggg 2242 | 0.09 6.42 0.746 | 1677 1518
ote 4 M& ' 28.653 = 22.594 2.098 | 1.244 1.898 | 1.125
3 15 | Noct 2887 00T 003
No Ct 2322 | :
28.29 22.53
16 [oeq] 2949 | 169 S| 2248 | 007 7.005 20161 1118 1012
_ No Ct 2387
Blanco Enzima 36.66 36.66 22,06 23.97 | 0.13
34.43 28.28
Blanco ARN [ o= 3443 e 2802 | 037
No Ct 3351
Blanco QPCR No Ct 2261 33.06 | 0.64




Anexo 6 Data procesada. Analisis estadistico de THR1 por ANOVA one way y test de Bonferroni. (GraphPad 8.1.0 Project)

Table Analyzed THTRA

One-way analysis of variance
P value 0.0004
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)  Yes

Mumber of groups 4
F 14.04
R sguared 0.7929

ANOWVA Table 55 df MS
Treatment (between columns) 7.352 3 2.451
Residual {within columns) 1.920 ! 0.1745
Total 5272 14

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff. |t Significant? P = 0.05% Summary | 95% Cl of diff
Ancien Lot vs Nouveau Lot 1 -0.1513 0.5120 Mo ns -1.099 to 0.7964
Ancien Lot vs Nouveau Lot 2 -0.001750 0.005924 Mo ns -0.9494 to 0.9459
Ancien Lot vs Mouveau Lot 3 -1.794 5623 Yes - -2.818 to -0.7705
Mouveau Lot 1 vs Mouveau Lot 2 0.1495 0.5061 Mo ns -0.7982 to 1.097
Mouveau Lot 1 vs Mouveau Lot 3 -1.643 5149 Yes e -2 666 to -0.6192

Mouveau Lot 2 vs Mouveau Lot 3 -1.792 5617 Yes b -2.816 to -0.7687



Anexo 7 Technical bulletin: Intestinal Epithelial Organoid Culture with IntestiCult Organoid Growth Medium (Mouse)

Intestinal Epithelial Organoid Culture with

IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse)
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Intestinal Epithelial Organcid Culture with

IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse)
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Intestinal Epithelial Organoid Culture with

IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse)
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Intestinal Epithelial Organoid Culture with

IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse)
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Section 5: Thawing of Mouse Intestinal
Organoids
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Intestinal Epithelial Organoid Culture with

IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse)
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Intestinal Epithelial Organoid Culture with

IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse)
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Anexo 8 Kit Direct-Zol RNA MicroPrep-Zymo Research

ZYMO RESEARCH

The Neowwiy af Sodonir v v Moke Thivgs Shapsle

Direct-zol™ RNA MicroPrep

Catalog Nos. R2060, R2061, R2062, & R2063

Highlights

o Quick, spin column putification of high-guality (DNA-free) total RNA directly from TRIzol®, TRI Reagent®

and other acid-guanidinium-phencl based reagents (RNAZol®, QlAzol®, TriPure™, TdSwe™, efc.).
* Bypasses phase separation and precipaton procedures, for non-biased recovery of miRNA

Contents

SpecHicalions. ... .. e
Product DEseription. ... e eeeeesa s e s nene
Buffer Preparalion. ..............oowieeeesmcin s smesmsmssmsensmssasmss

Protocols

Ceills, Tissue, Tougivto-Lyse Samples....................
Biokgical Liquics, Reaction Clean-up...................

Ordering Information ... e scea e emssmeen

S Patart Nu 0051 563 e aiher pandieng palents

R

ot bW

Vae 100
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Product Contents

Direct-zol™ RNA MicroPrep R2060 R2061 R2062 R2063
| | Kit Size (Preps) (50) (50) (200) (200)
TRI Reagent™ - 50 mi - 200 ml
Direct-zol™ RNA PreWash'
o 40 mi 4D mi 160 md 160 mi
RIIA_ Wash Buffer 12mi 12mi 48 ml a8 m
DNase F (st 1 1 4 4
DNA Digestion Buffer dmi dml 16 mi 16m
DNase/RNase-Free Water 4ml 4mi 10ml 10mi
Zymo-Spin” IC Columns 50 50 200 200
Collection Tubes 100 100 400 400
Instruction Manual 1 1 1 1

Searage Temparanee - Sore 3 A COMpOrerts (L | DOSars COLINA | B rOOr ITOR ses
TR Reageet® & prowced wih Catsiog norsbes R20GY and RIBE3 oy

| Db wmm ocd 10 et 40 el sttancd (05 100°% ) izt 4D el mac 100 i Direct-zol™ RHA Prefash concartams smpecively

4 Ace AL vyl V0O stharcs 52 wi SO sthenct) © e 12 od RMA Wash Suffer concartrams or Y2 of 100% stharch 208 mi 55% stmansl
= e 48 mi RNA Wash Dafiar corcanyse Selos ae

' Prior o v secorattute B hophioes DMase | ae Ftcatec on the vl peor s e Siorw frsaen abgass

. Specifications
» Sample Sources - Any sample stored and preserved in TRI Reagent®, TRIzoi* or similar®.
(animad cells, hssus, bacteria, yeas! biclogical fluds, and  wiro processed RNA (eg.,

franscnpton products, DNue-ruled or labeled RNA)),

» Sample Inactivation ~ TRI Reagent® (provided with R2061, R2063 only) inhiots RNase actiity
and inactivales viruses and other infecSous agents.

« RNA Size ~ RNAs 217 nuclectices

* RNA Purity « Asealdzw >1.8, Axeldon >18. Comglete removal of DINA can be accomplished
u=ing an in-column DNase | digestion (page 4)

» RNA Recovery - The RNA binding capacity of the Zymo-Spin™ IC Column is -10 g

» Compatibility - TRIzol*, RNAzol*, QlAzol®, TrPure”™, TrSure™ and similar acid-guanidimum-
phenol based reagents can be used in place of TRI Reagent®
Abc corpaitis with sanghs o TT0 Resger®™ fat 't | tromo-3 uparm OCF] o 4ALromoarnon
(SAN), e scpsecis prens of phasc-separatac! camphes [page 3] and sengies vored o RNAbIR"™ (page 3]

« RNA Storage ~ RNA eluled with DNase/RNaseFree Water (prowided) can be stored at <.70°C
The addition of RNase mhibtors is highly recommenced for peolonged storage.

» Equipment Needed -~ Mcrocentrfuge.

THa i al & % Al | v ww, ard el s aeeowd Ta w8 0 DA R A s

Pl e W ALBE 200 MLl (wgtaa T il amde Speis

“Traomowni o Tyt Fastaoh Cotpuonns Owed matenand TR Ruanga™ TRaal® asd Fowoof® Wnecis assant Comm Vi | Qo™ (Lager Unssy
T an™ Picie ve | Tolem ™ dhomne L2 RGAIS St M | B LA T aaioasiged, e )
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separation, precipitation, or post-punification steps are necessary. The
high gquallly and suitable for subsequent molecular manipulation
{including RT-PCR, transcription profiling, hybridizstion, saquencing efc.).

The procedure = k prepared sample in T
the Zymo-Spin” IC Cohume 30 hen s, wash, and

The entire procedure typically takes only 7 minutes.
M"

Racovery
wCouras
-‘.-—~~|.'

51

i
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Buffer Preparation
¥ Adel 0wl or 40 o aihancs (15 500% | o the 40 il er 180 sl Direct-ool™ RNA PreWash concenlniie. scpecthay

o Al A ol 300% sthared {52 md 555 attwrcd) 1o tha 12 i RNA Wiash Buffer corcarieatie o 192 mi 100% sthancl (208
il 5% athunct] 1o (e 45 ! RNA Wiesh Suller concurtrule

- Protocol

This protocol consists of two parts: (1) Sample Preparation and (II) RNA Purification.

The kbowrg guadeions e provded i ‘watiou fpwes n TR Rasgert®, TRLE or semiber’ acd-
Quandirium-sharn! seagents prat i spin colemn --uhad

Mﬂlmmm.&mmmumdumm To eneare congsaie :
Pomogeniiatos of & sergple, slficent amcunt of TRI Resgert” of sisiar. For cetsslend trocsasing
&unmdwmmmmh"ﬁmm

() Sample Preparation

Prarform sl slaps @l rocen lermpetatiune and cerirugation o 10,000-18 000 x g for 30 seconds, wrries speciied.
Cells

Lyse celis® directly In & culture dsh™ or resuspend pelleled celis in an appropriate
volume (see tabie below) of TRI Reagent™ and mix thoroughly. Proceed to RNA
Purification (page 4).
_ Anime
s

* For cull maperon, adé 5 voumes of TRI o 1 vohevm of call suspeneon
** For et tynin in & e, skt 100 i foe mach o’ of cullow surfuce sres

Tissue

Lyse tissue (s 5 mg) sample in 300 pl of TRE Reagent® and homogenize®™. To
remove particulale debris from homogenized Ussue, cenbrifuge and transfer the
supernatant into an RNase-free lube. Proceed to RNA Purification (page 4).

Nt Burrgs should nol excssd 10% of the TR Reugent™ volne used for homogunitasen.

ZYMO RESEARCH CORP.
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Add 3 volumes TRI Reagent® 1o each liguid sample, (3.1, see table below) and
mix thoroughty for 5 minutes. To remove particulate debris, centrfuge and
transfer the supematant Inlo an RNase-free lube. Procead 1o RNA Purification

Reaction Clean-Up

For dean-up of enzymatic reactions, add 3 volumes TRI Reagent™ to each liguid
sample, (3:1, see table below) and mix thoroughly. Proceed 1o RNA Purification

{beiow).
i it s crpticn, ONese | Sgeaticn, Laseting reectice, efc _ Akt TRI Raagent®
160 00

(1) RNA Purification
Forkes ol sheps ol socen berpecitios and ceninugaton o 30 000-18 000 & g ke 30 Wt hens spsectlend

1. Add an equal volume ethanol (95-100%) to a sample lysed in TRI Reagant® or
similar' and mix thoroughty.

2. Transfer the mixture into & Zymo-Spin™ IC Column® in & Collection Tube and
cantrifuge. Transfer the column inlo & new collection tube and discard the flow-

trough.

e dect DiNase f b fo-coteme)’

o1 wmwmmmnnmuen%

(02) i an fse-fan lube, a2d 5 3 ONase |18 LW, 35 Oigestion Suffer st rrax’  Add B e
sty lo B colunen salrie

©3F) nccbiie o room lerpenstos (20-30°C) kr 15 serndes. Procesd st 3

3. Add 400 pi Direct-zol™ RNA PreWash® to the column and centrifuge. Discard
the Row-through and repeat this step.

4. Acd 700 yl RNA Wash Buffer® (o the column and centrifuge for 2 ménutes to
ensure complete removal of the wash buffer.  Transfer the column carefully into
an RNase-free tube,

5. To elute RNA, acd 15 pl of DNase/RNase-Free Water directly to the column
matrix and centrifuge.

Alseratventy \or bty cotcaeitaet RNA s 268 8 dhutins

RNA?® can be used immedialely or stored frozen at -70°C.

ZYMO RESEARCH CORP.
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Appendices

RNA extraction from samples stored in DNA/RNA Shield™
Add 3 volumes TRI Reagent® to each sample homogenate in DNARNA Shield”™ (3.1
and mix thoroughly. To remove particulate debris, centrifuge (12,000 x g for 1 minute
and transfer the supematant into an RNase.free tube. Proceed to RNA Puification
(page 4).

RNA purification from aqueous phase after TRI Reagent® extraction
For sampiles that have aready been phase separated in TRI Reagent® o similar',
simply transfer the agueous phase® containing RNA Into an RNase-free lube. Add an
volume ethanol (95-100%,) to the aquecus phase (1:1) and mix thoroughly.
Proceed to RNA Purification (page 4, step 2).

RNA extraction from samples stored in RNAlater™
Ceils

Pebet celis® 8t up 10 5,000 x g and remove the RNARfer™ (supematant) prior to RNA
extraction. Then lyse the cell pellet in TRI Reagent® (Sample Preparation, page 3).
Nete To axvact FINA froen calts welhoul rusgent surmoresd. we 30 voturmes of TR Resgent® per sampls solume.
Froceed 1o phasw seserulon and process he sgueeocs phase. Lrarifinr e sguesus phase conleining RNA
40w Fihase-frow Sitw Then a2 an egusd voluswe slhund (55 110 She mpuecus phuese {1.1) e sl
Hotoughty. Procesd to RNA Pusfication (page 4, step 21

Tissue

Remove tissue from RNAler™ using forceps. Elminste any excess resgent of
crystals that may have lormed and proceed immediately with extraction in TRI
Reagent” (Sample Preparation, page 3).

ZYMO RESEARCH CORP.
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Ordering Information

Product Description Catalog No. Kit Size
Direct-zol™ RNA MicroPrep R2060 50 preps.
(TR Reagent” 0o nchuded) R2062 200 preps.
Direct-zol™ RNAM R2061 50 preps.
(mgysbet with THO R-anﬂm R2063 200 preps,
Individual Kit Components Catalog No. Amount
R2050-1-50 50 mi
oy R2050-1-200 200 mé
Direct-20l™ RNA PreWash |corcuste) R2050.2-40 40 mi
R2050-2-160 160 md
R1003-3-6 6ml
R1003.-3-12 12ml
RNA Wash Buffer |corcsrtisie ) R1003.3-24 24 mi
R1003.348 48 mi
- C1004.50 50
Zymo-Spin~ IC Columns C1004-250 250
C1001-50 50
Collection Tubes C1001.500 500
C1001-1000 1000
W1001-1 1mi
W1001-4 4 mi
DNase/RNase-Free Water wW1001-6 6 mi
W1001-10 10 mi
W1001-30 30 ml
DNase | ophiben
(250 U mapipbedt with DBLA Digention Huflar, 4 i) E1010 1set
ZYMO RESEARCH CORP.
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