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Resumen

El triptéfano, un aminoacido esencial, es utilizado tanto para la sintesis proteica
como metabolizado mediante la via serotonina y via de las quinureninas. La via de las
quinureninas es la via principal de degradacion del triptéfano y genera varios metabolitos
Ilamados en conjunto quinureninas. La expresién de las enzimas participantes en la via
metabdlica de las quinureninas, es estimulada principalmente por la inflamacién; por lo que
la sintesis de éstos metabolitos, es susceptible de estar incrementada en individuos con
obesidad, ya que esta Ultima esta caracterizada por la inflamacion del tejido adiposo, lo que
libera muchos mediadores inflamatorios, que contribuyen a la aparicion de la resistencia a

la insulina y la diabetes de tipo 2.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la expresion de enzimas de las dos
principales vias metabdlicas del triptéfano, es decir, via de la serotonina y via de las
quinureninas, observando en dicha expresion la influencia que puede ejercer un régimen
alimenticio rico en grasas frente a una dieta a base de cereales. Dicho estudio fue realizado

a partir de las células enterocromafinas del duodeno de raton.

En este estudio se mostro que existe una diferencia no significativa en la expresion
de las enzimas analizadas, con tendencia a disminuir en la via de las quinureninas y a
aumentar en la via de la serotonina, en los protocolos alimentados con dieta rica en grasas

sobre la dieta de cereales.

Palabras clave: Triptéfano, serotonina, quinureninas, dieta rica en grasas, dieta a base de

cereales.
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Abstract

Tryptophan, an essential amino acid, is either used in protein synthesis or
metabolized via the serotonin or the kynurenine pathway. The kynurenine pathway is the
main route of tryptophan degradation. It collectively generates several metabolites called
kynurenines. The expression of the kynurenine pathway enzymes is stimulated mainly by
inflammation; so the synthesis of these metabolites is likely to be increased in obese
individuals, in so much as the obesity is characterized by the inflammation of the adipose
tissue, which releases many inflammatory mediators, that contribute to the start of insulin

resistance and type 2 diabetes.

The aim of this study was to analyze the expression of enzymes of the two main
metabolic pathways of tryptophan, that is to say, the serotonin and kynurenine pathways;
observing in this expression, the influence it can produce a high fat diet versus a chow diet.

The study was performed in enterochromaffin cells of the mice duodenum.

In this study, we have shown that there is a no significant difference in the expression
of the enzymes analyzed, but this expression represents a tendency to decrease in the
kynurenine pathway and a tendency to increase in the serotonin pathway, in mice fed with

a high fat diet against the chow diet.

Key words: Tryptophan, serotonin, kynurenine, high fat diet, chow diet.
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TPH1.: triptéfano hidroxilasa 1
TPH2: triptéfano hidroxilasa 2
TRP: triptofano

XA: 4cido xanturénico
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CAPITULO 1

1.1. Introduccién

El triptdfano, un aminoécido esencial requerido en la ingesta de alimentos para una
buena nutricién, es utilizado para sintesis proteica e igualmente es metabolizado por el
organismo a través de dos rutas mayores: la via de la serotonina y via de las quinureninas,
asi como también externamente es degradado bacteriolégicamente. Este aminoéacido es
conocido por ser un precursor biosintético de numerosos componentes entre los cuales los
de mayor importancia son la serotonina, que actia como un neurotransmisor y el acido

nicotinico, precursor de la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD).

Por otro lado, la generacion de metabolitos llamados quinureninas es estimulada
principalmente por la inflamacién e infeccion, por lo que se la asocia y se encuentra
directamente influenciada con la obesidad y diabetes tipo 2, desérdenes que van de la mano
con la depresion; inicialmente se creia que los sintomas depresivos se daban por el
agotamiento de la serotonina en el cerebro, sin embargo, estudios nos sugieren que un
desequilibrio entre los metabolitos neurotéxicos y neuroprotectores de la via de las

quinureninas puede ser el motor principal de la depresion.

Por tanto, la expresion de las enzimas participantes en éstas vias metabdlicas y el
rol biolégico de los metabolitos generados, despierta cierto interés, ya que probablemente
estén envueltos en la patogénesis de numerosos desérdenes gastrointestinales, trastornos

neuroldgicos y otras enfermedades cronicas como la obesidad y la diabetes.
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1.2. Objetivos

General

Observar la influencia de la dieta rica en grasas en la expresion de enzimas

participantes en la metabolizacién del tript6fano en animales de experimentacion.

Especificos

o Disefiar oligonucleétidos especificos para las enzimas participantes en las dos
vias metabdlicas del triptéfano; es decir, tanto para la via de las quinureninas
como de la serotonina.

o Analizar la eficiencia de los oligonucle6tidos disefiados, a través de una qPCR
y posteriormente una electroforesis.

o Extraer el ARN a partir del duodeno de dos diferentes fondos genéticos murinos
y realizar su respectivo analisis.

o Realizar un tratamiento de DNAsa y posteriormente la retro-transcripcion del
ARN.

o Evaluar la expresion del gen Idol empleando gPCR, en los dos regimenes
alimenticios (dieta a base de cereales y dieta rica en grasas).

o Evaluar la expresion del gen Kynu empleando gqPCR, en los dos regimenes
alimenticios (dieta a base de cereales y dieta rica en grasas).

o Evaluar la expresion del gen Tphl empleando gPCR, en los dos regimenes

alimenticios (dieta a base de cereales y dieta rica en grasas).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v=== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE = enTOlien

TESIS UCSM =—2  DE SANTA MARIA

1.3. Hipotesis

Dado que una dieta rica en grasas es causa directa de obesidad y ésta se encuentra
caracterizada por la inflamacion del tejido adiposo, es probable que la expresion de las
enzimas participantes en la metabolizacion del triptéfano se vea influenciada en una dieta

rica en grasas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE exTOLIoA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

CAPITULO II

2. Marco Teodrico

2.1. Elintestinoy su rol endocrino

El aparato digestivo es un conjunto de 6rganos que se extienden desde la boca hasta
el ano, permitiendo llevar a cabo la ingesta de alimentos, la digestion y posteriormente la
absorcion de nutrientes y evacuacion de sales. El tracto digestivo comprende la boca, el
estfago, el estomago, el intestino (dividido en duodeno, yeyuno e iledn) colon, recto y ano.
En el hombre, el intestino mide aproximadamente 6 m de largo por 2 cm de diametro2y
se divide en 3 partes: duodeno (25 cm), yeyuno (2,5 m) e ileon (3,5 m) ® (Figura 1) En el
fondo genético murino C57BL/6 el intestino mide entre 35y 45 cm.*

Small
intestine

™~ Duodendum

Jejunum

lleum

Figura 1. Estructura del intestino delgado.

Fuente:  Small bowel diseases. Laparoscopyindia. Disponible en:
http://www.laparoscopyindia.com/diseases/abdominal-diseases/small-bowel-
diseases-2/

El intestino es reconocido como un drgano metabdlico mayor capaz de sentir la
calidad y cantidad de los alimentos y de emitir sefiales mecéanicas, nerviosas y hormonales

para regular la ingesta de alimentos. El epitelio intestinal esta compuesto por diferentes
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tipos celulares y posee varias funciones: absorcion de nutrientes, formacion de una barrera
protectora contra los patégenos, asi como importantes funciones de secrecion endocrina y
exocrina. La mayor parte de absorcion de nutrientes se lleva a cabo en el intestino, a través
de diferentes estructuras de absorcion presentes en la superficie de dicho 6rgano, de las
cuales las mas importantes pertenecen a una poblacion celular especifica: las células
enteroendocrinas.® La presencia de microvellosidades al contacto con la luz intestinal en
las células enteroendocrinas, sugiere que estas células captan directamente los nutrientes,
sin embargo, sefiales mecénicas, quimicas, hormonales o nerviosas participan igualmente
en la regulacion de la actividad secretora de células enteroendocrinas. Las diferentes
hormonas secretadas regulan las funciones digestivas, la homeostasia energética y la

ingesta de alimentos.?

2.1.1. Células enteroendocrinas

El tracto gastrointestinal es conocido por ser hospedero de una gran variedad de
células enteroendocrinas (EE) que colectivamente constituyen el tejido endocrino mas
largo del cuerpo. El estudio de los roles que cumplen estas células en la regulacion del
metabolismo se ha convertido en un area clave de la investigacién. Dentro de estas células,
las mas comunes son las enterocromafinas (EC) y representan aproximadamente la mitad
del total de las células EE.®

Se ha podido distinguir 11 subtipos dentro de las células enteroendocrinas® que
muestran diferentes gradientes de expresion a lo largo del tracto intestinal. (Figura 2). Las
células enteroendocrinas de tipo EC (enterocromafinas, llamadas asi por su capacidad de
fijar sales de cromo) son las celulas enteroendocrinas mas abundantes del epitelio
gastrointestinal, principalmente en el duodeno.” Estas células son secretoras de
monoaminas, entre ellas la principal es la serotonina, que actia como un neurotransmisor

del sistema entérico y del nervio vago.®
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Figura 2. Perfil de expresion de diferentes péptidos intestinales a lo largo del tracto
gastrointestinal.

Fuente: Trabelsi MS. Farnesoid X receptor inhibits glucagon-like peptide-1 production by
enteroendocrine L cells. [Tesis doctoral]. Francia 2015. 8

2.2. El metabolismo del triptéfano

2.2.1. Generalidades

El triptéfano es un aminoacido esencial y el menos abundante de los aminoacidos
requeridos para la sintesis proteica. Un aminoacido esencial es también llamado
indispensable y es aquel que el organismo no puede sintetizar y necesita ser ingerido en la
dieta diaria. Con respecto al triptéfano, segin la OMS se recomienda una ingesta de 4 a 5
mg kg? dia?. Aproximadamente, el 95% del triptéfano es metabolizado por la via de las
quinureninas, mientras que entre el 1 al 5% es transportado hacia la formacion de
serotonina y melatonina y el resto es empleado para la sintesis proteica.® Este aminoécido

participa activamente en el proceso fisiologico, en el estado de humor y en la inmunidad.*®
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Una vez dentro del tracto gastrointestinal, el triptéfano puede entrar a diferentes
vias metabdlicas: sintesis proteica, via de la serotonina, via de las quinureninas o
degradacion bacteriana, por lo que es conocido por ser un precursor biosintético de

numerosos componentes (Figura 3).

Melatonina Acido 5-hidroxi-indol acético

Serotonina

r

» Sintesis proteica

Via de la serotonina

# Indican
TRIPTOFANO » Acido 3-indol acético

# Indol alcaloides

Via de las kinureninas
» Melaninas

r
Kinurenina
v ¥
CO; + NHz + H,0 + energia Acido nicotinico

NAD

Figura 3. Metabolitos producidos por la metabolizacion del triptofano.

Gréfico realizado personalmente.

Aproximadamente 1-2% del tript6fano es convertido a serotonina que juega un rol
importante en la regulacion de varias funciones en el cuerpo y ademas es precursor de la
sintesis de melatonina en los pinealocitos. La mayor parte del tript6fano, aproximadamente
el 95% entra a la via de las quinureninas (Figura 4), de la cual resulta la produccién de
NAD" y otros metabolitos como la quinurenina, &cido quinurénico, acido quinolinico,
acido picolinio, entre otros. Sin embargo, la mayoria del triptfano estd metabolizado para

producir CO2 y ATP através de la via del glutamato.® Dentro de la degradacion bacteriana,
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4-6% del triptofano se somete a esta degradacion, produciendo indol, indican y otros
derivados del acido inddlico y aproximadamente 0.5% del tript6fano es excretado sin

cambios mediante la orina.

TPH1 TPH2 AADC
TRIPTOFANO o FHIDROXI L | cepgromNiNa
TRIPTOFANO
D01 1D02 TDO2 MAO 1 1 AANAT
| N-FORMILQUINURENINA | 5-HIDROXI INDOL N-ACETIL
ACETALDEHIDO SEROTONINA

ACIDO 5-HIDROXI

CCBLL AFMID

CCBL2 ALDH HIOMT
ACIDO QUINURENICO |— QUINUREMINA v

AADA MELATONINA

1 kMO KYNU 1 INDOLACETICO
- - ALDR
ACiDO AADAT | o |iDROXI- ACIDO
XANTURENICO | coply | QUINURENINA ANTRANILICO

5-HIDROXI
CCBL2
KYNU \ ,/ KMO TRIPTOFOL

ACIDO 3-HIDROXI
ANTRANILICO

HAAD
b

ACMSD B .
ACIDO PICOLINICO SEMIALDEHIDO DEL ACIIEJO 2-
AMINO-3-CARBOXIMUCONICO

| ACIDD QUINCOLINICD |

QPRT

MAD™

Figura 4. Vias metabdlicas del triptofano.

Gréfico realizado personalmente.

2.2.2. Metabolizacion del triptofano a través de la via de las quinureninas

En los adultos, aproximadamente el 95% del triptéfano ingerido es metabolizado a
través de la via de las quinureninas, que tiene como principales funciones biolégicas la
metabolizacion del exceso de triptéfano y la regulacién de sus niveles en plasma, el
mantenimiento de los niveles de &cido nicotinico, la regulacion de la funcion del SNC y

mejora de la funcién de defensa de los macréfagos. Durante mucho tiempo, esta via fue
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considerada Unicamente como via de sintesis de NAD™; posteriormente, propiedades
neurotoxicas y neuroprotectoras de los metabolitos de ésta fueron demostrados en
diferentes estudios. En los afios 90, se descubre que la via de las quinureninas es inducida

por el sistema inmunitario, particularmente por el interferén gamma.®

IDOL1 es la enzima inicial de la via de las quinureninas (KP), en la que cataliza la
oxidacion del anillo indol del triptéfano dando como producto NKF (N-formilquinurenina),
que es convertido a &cido formico y posteriormente, por condiciones enzimaticas el
producto final estable seré la quinurenina. Dependiendo del tipo celular y de los diferentes
niveles de expresion de las enzimas de la KP ocurre una cascada de reacciones produciendo
diversos metabolitos bioactivos incluyendo acido quinurénico, acido antranilico, 3-
hidroxiquinurenina (3-OHK), acido 3-hidroxiantranilico (3-OHAA), &cido picolinico y
acido quinolinico y finalmente NAD™ que puede ser después generado a partir de este

altimo.?

A. Enzimas participantes en la via de las quinureninas

Dentro de ésta via, el triptéfano es oxidado por dos enzimas iniciales, la
indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) que esta ampliamente distribuida en tejidos periféricos
o la tript6fano 2,3-dioxigenasa (TDO) que esta casi enteramente localizada en las células
hepaticas. Los principales productos de ésta via son el acido quinolinico y nicotinamida,
mientras que las cadenas laterales generan acido quinurénico y acido xanturénico. Las
propiedades neurotdxicas y neuroprotectoras de éstos metabolitos han sido asociadas a
severas patologias del SNC, por lo que el balance entre actividad pro-inflamatoria, es decir
el acido quinolinico excitotoxico y la anti-inflamatoria, acido quinurénico neuroprotector

podria tener efectos en la funcién motora y sensorial del intestino.

Las enzimas que degradan el triptéfano se encuentran muy activas en las ratas, lo
que constituye a este animal como un modelo practico para poder estudiar el metabolismo
de este aminodcido a lo largo de sus vias metabdlicas.!? Estudios realizados han mostrado
que la enzima que muestra mayor actividad es la 3-hidroxiantralinato 3,4-dioxigenasa
(HAAO) y aquella que presenta menor actividad, la quinureninasa; ambos datos expresados
en rata, raton, conejo y cerdo. Por otro lado se observé que existe una progresiva

disminucion en la actividad enzimética dependiente de la edad en casi todas las enzimas
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participantes, con excepcion de la aminocarboximuconato semialdehido descarboxilasa
(ACMSD) que por el contrario aumenta su actividad con el paso del tiempo; por tanto, se
puede afirmar que el envejecimiento altera el metabolismo del triptéfano, lo que conduce
a una disminucion en la sintesis del &cido nicotinico y por tanto de NAD, situacion que
puede afectar diferentes vias metabdlicas del organismo.*®

I. IDO1, IDO2y TDO

IDOL1 es una enzima intracelular que cataliza la conversion del triptéfano, a lo largo
de la via de las quinureninas, teniendo como primer producto NFK. Pertenece a una tnica
clase de enzimas dioxigenasas en mamiferos, que incluye también TDO (tript6fano 2,3-
dioxigenasa) y una isoforma recién descubierta, IDO2. Estas enzimas, a pesar de ser las
iniciadoras de la via de las quinureninas, presentan diferencias significativas entre ellas. A
diferencia de IDOL1, que es altamente inducida por diferentes estimulos inflamatorios en
muchos tipos celulares y tejidos en mamiferos, TDO es principalmente localizada en el
higado y cerebro; en el higado, se cree que su principal funcion es como enzima
homeostatica necesaria para mantener en condiciones normales las concentraciones
fisiologicas de triptofano.’* A pesar de que éstas dos enzimas catalizan la misma reaccion
dioxigenasa y contienen los mismos sitios activos, solo el 10% de sus secuencias son
idénticas. No solo difieren en sus secuencias, también en algunas propiedades bioquimicas,
por ejemplo, en la especificidad de substrato, TDO se une principalmente a L-triptofano,
5-fluorotriptéfano y 6-fluorotriptofano; por el contrario, IDO1 presenta una especificidad
de substrato mas amplia, se une a D-y L-triptofano y a una variedad de indolaminas como

la triptamina, 5-hidroxitriptéfano, 5-metiltriptofano, serotonina y melatonina.®

IDO1 es expresada en un amplio rango de tejidos y tipos celulares. La expresion de
la proteina en condiciones fisiologicas normales se produce principalmente en los tejidos
y subconjuntos de células inmunes de la mucosa. En los roedores, incluye la préstata, el
tejido adiposo, la placenta durante el embarazo, el Gtero durante la fase secretora, los
organos linfoides tales como el timo, la zona marginal del bazo y ciertos ganglios, el tracto
gastrointestinal (particularmente el intestino delgado), el SNC, rifin, pancreas, pulmon y
en diversas regiones del 0jo. Los resultados en humanos indican que la expresion de IDO1
se da en la placenta, el 0jo y el pancreas y en ciertos subgrupos de células dendriticas y

eosinofilos.’
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IDO1 no puede provocar sus efectos a menos que el triptéfano entre en las células
del medio extracelular a través de sistemas de transporte especificos. Por lo tanto, la
funcién bioldgica de IDO1 depende de la expresion y la actividad del sistema de transporte
que es responsable de la entrada de triptofano en las células que la expresan. A pesar de
esta relacion obligatoria entre IDO1 y el transporte de triptéfano, no se ha investigado
mucho acerca de estos mecanismos de transporte, las investigaciones se han enfocado mas
en la expresion de la enzima y en sus productos finales. Sin embargo, se ha demostrado
que IFN-y ademas de ser conocido por inducir la expresion de IDO1, también induce el
medio de transporte de triptéfano en células epiteliales del colon y en células dendriticas y
gracias a este, IDO1 es capaz de agotar el triptofano del medio extracelular para provocar

interrupcion de las células T y anergia de las mismas.!8:1°

ii. KMOyKYNU

Quinurenina monooxigenasa (KMO) y quinureninasa (KYNU) son las enzimas
claves para la sintesis de acido quinolinico y NAD™ a partir del triptéfano. La expresién de
ambas es también inducida por citoquinas pro-inflamatorias. KYNU es dependiente del
cofactor piridoxal 5-fosfato (P5P), la forma activa de la vitamina B6; por tanto, en caso de
deficiencia de esta vitamina, la actividad de KYNU disminuye y se observar entonces una
mayor cantidad de 30HK y de XA que es sintetizado a partir de éste Gltimo.?

iii. KATs (quinureninas amino transferasas)

Estas enzimas catalizan la conversion de quinurenina en &cido quinurénico y de
30HK en XA. Estas son cisteina beta conjugada liasa 1 (CCBL1) o también llamada
quinurenina aminotransferasa 1 (KAT1), aminoadipata aminotransferasa (AADAT) o
quinurenina aminotransferasa 2 (KAT2 ) y cisteina beta-conjugada liasa 2 (CCBL2)
0 quinurenina aminotransferasa 3 (KAT3).2! Se sabe que tanto el acido quinurénico como
el acido xanturénico son productos finales de la via de las quinureninas, sin embargo,
estudios han mostrado que el &cido quinolinico es sintetizado a partir del &cido quinurénico,

pero la enzima implicada en ésta sintesis atin no ha sido caracterizada.'!
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iv.  QPRTyACMSD

El 3-OHAA es metabolizado en 2-amino-3-carboximuconato semialdehido
(ACMS) por la enzima 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa (HAAQO), el cual enseguida
puede ser metabolizado en acido picolinico por la enzima ACMSD o de manera no
enzimatica en acido quinolinico, siguiendo éste su metabolizacién hasta NAD* por la
enzima quinolinato fosforibosil transferasa (QPRT).*8

2.2.3. Metabolizacion del triptéfano a través de la via de la serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptofano, 5-HT) es una de las moléculas de sefializacion
mas importantes dentro del intestino, es un neurotransmisor y hormona implicada en el
balance energético y que cumple con diversas funciones biologicas que incluye la
modulacion de la secrecién y motilidad intestinal.??> Aproximadamente el 95% de la 5-HT
del cuerpo humano se encuentra presente en el intestino, del cual 90% es producida por las
células enterocromafinas (EC) en la mucosa epitelial del intestino, almacenandose en
granulos de secrecion y el 10% restante se atribuye a las neuronas serotoninérgicas del
sistema nervioso entérico (ENS).%

5-HT es sintetizada a partir del tript6fano por hidroxilacion y descarboxilacion.
Estos procesos son catalizados por la triptofano hidroxilasa (TPH) y la aminoacido
aromatica descarboxilasa (AADC) respectivamente.?* La expresion de TPH esté limitada
a ciertos tipos de células como las neuronas, pinealocitos, mastocitos, leucocitos
mononucleares, células enterocromafinas intestinales y células epiteliales neuroendocrinas
broncopulmonares. Existen 2 isoformas de esta enzima; TPH1 que esta presente en células

enterocromafinas y en la glandula pineal; mientras que TPH2, en neuronas.?

5-HT es metabolizada por diferentes vias metabolicas, pero la mayoria lo hace
mediante la monoamina oxidasa (MAQ), que se encuentra presente en la mitocondria de
una amplia variedad de células y cataliza la desaminacion oxidativa de varias aminas
biogénicas. El 5-hidroxi indol acetaldehido (5-HIAL), producto de la desaminacion
oxidativa de la serotonina, puede ser metabolizado a acido 5-hidroxi indolacético (5-HIAA)
o 5-hidroxitriptofol (5-HTOL), resultando el primero el mayor producto en condiciones

normales.??
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La secrecion de 5-HT es inducida esencialmente por estimulos mecanicos ligados
a la presencia de nutrientes en el tubo digestivo. En las células enterocromafinas es
conocida por ser un factor agravante de la inflamacion intestinal y juega también un rol
importante en el desarrollo 6seo. Desequilibrios en los niveles de serotonina en el sistema
nervioso e intestino han sido asociados a varios trastornos gastrointestinales, de los cuales
el que ha tenido mayor atencién y estudio ha sido el sindrome del intestino irritable (IBS)
donde pacientes que lo sufren, presentan un aumento en el nimero de células
enterocromafinas y alteracion del metabolismo de 5-HT de la mucosa intestinal; por tanto
una regulacién estricta de los niveles de esta en el tejido nervioso y la mucosa intestinal
son necesarias, sabiendo también que su catabolismo desempefia un papel importante en

este regulacion.?®

2.3. El triptéfano y las enfermedades metabdlicas

Se ha sembrado la pregunta sobre en qué medida el metabolismo del triptéfano y
de la serotonina pueden estar influenciados por la dieta y como esto afecta a la funcién
intestinal. El triptéfano, es un aminoacido precursor de una amplia gama de metabolitos
envueltos en la nutricion y el metabolismo del organismo. Estudios en las décadas
pasadas,?’ se centraron en la serotonina (5-HT), una molécula de sefializacion que juega un
papel importante, no sélo en el SNC, sino también en el intestino; sin embargo, hace
algunos afios ha despertado mayor interées la otra via de metabolizacion del triptéfano, la

via de las quinureninas.®

Décadas atrds, se ha manejado la dieta para la investigacion del sistema
serotoninérgico, que ha demostrado estar involucrado en la patogénesis de varios trastornos
psiquiatricos, principalmente la depresion y también se conoce que estos trastornos con
frecuencia coinciden con trastornos gastrointestinales funcionales y que la serotonina es un
mediador entre el cerebro y el intestino, el llamado “eje cerebro-intestino”.?® Ademas, la
serotonina también tiene un papel fundamental en la regulacion del apetito, la saciedad y
la ingesta de alimentos.?® Por otro lado, la via de las quinureninas (KP) ha surgido en los
altimos afios como un regulador clave de la produccion, tanto de metabolitos

neuroprotectores (por ejemplo el &cido quinurénico y acido picolinico y NAD) como de
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neurotdxicos (&cido quinolinico, &cido 3-hidroxiquinurenina). El equilibrio entre la
produccion de estos dos tipos de metabolitos es controlado por enzimas clave, tales como
indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO1), que a la vez es inducida por una sefial molecular, el
interferén-y (IFN-y); que activa la via de las quinureninas para el metabolismo de
triptéfano, en lugar de vias alternativas para la produccion de serotonina y melatonina. La
desregulacion de la KP ha sido fuertemente asociada con enfermedades neuroldgicas en
los ultimos afios, por lo que se viene estudiando como estos metabolitos son causantes de
diversas patologias y a la vez se busca el desarrollo de farmacos a utilizar como inhibidores
de enzimas de ésta via, es decir bloquear la produccion de neurotdxicos y tener una mayor

biodisponibilidad de neuroprotectores.*

2.3.1. Resistencia a la insulina, obesidad y diabetes

La resistencia a la insulina (IR) se ve en enfermedades como la diabetes, obesidad,
hipertension y trastornos psicolégicos como la depresion. La primera parte de la via de las
quinureninas (TRP — KYN) es llevada a cabo por enzimas inducidas por factores pro-
inflamatorios (interferon gamma, factor de necrosis tumoral, IL-1 y lipopolisacaridos) u
hormonas de estrés (cortisol, estrégenos, prolactina); mientras que las enzimas encargadas
de la segunda parte (KYN — NAD), necesitan como cofactor piridoxal 5-fosfato (P5P), una
forma activa de la vitamina B6. La deficiencia de P5P, desvia la produccién de NAD hacia
una excesiva formacion de acido xanturénico (XA), metabolito que podria afectar

negativamente la produccién, liberacion y actividad biolégica de la insulina.®

La baja regulacion de la quinureninasa a causa de la deficiencia de P5P, va a desviar
el metabolismo del 3-HK hacia la produccion de XA, lo que genera una produccion
reducida de NAD que conduce a la inhibicion de la sintesis y la secrecion de insulina y la
muerte de las células beta pancreaticas.®* Algunos metabolitos derivados de la via de las
quinureninas se han visto en niveles incrementados o disminuidos en la diabetes; por
ejemplo, en pacientes con diabetes tipo 2 se ha observado una mayor excrecion de orina de

XAy de KYNA, ambos en modelos humanos y animales.3

La obesidad representa el mayor riesgo de desarrollar IR y es considerada como
una causa independiente de esta. La obesidad esta caracterizada por la inflamacion del

tejido adiposo blanco, que libera muchos mediadores inflamatorios, incluyendo
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quinureninas. Tanto en tejido adiposo omental como subcuténeo, la expresion de 1DO es
mayor en obesidad.*®

2.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A tres décadas de su aparicion, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) es una de las herramientas tecnolégicas mas innovadoras para el
estudio de los &cidos nucleicos. Se caracteriza por ser una técnica de alta sensibilidad,
reproducibilidad y eficiencia, que genera resultados confiables en poco tiempo y faciles de

analizar.®*

Actualmente sabemos que la mision de la PCR es de copiar millones de veces una
secuencia especifica de acido nucleico (ADN o ARN) mediante una poderosa catalisis
llevada a cabo por una enzima conocida como ADN polimerasa, de tal manera que
cantidades pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y copiadas para analizarse con
diferentes fines.>*

Hoy en dia, la PCR se aplica en diferentes areas de ciencias bioldgicas y de la salud,
formando parte del quehacer cientifico de muchos laboratorios de investigacion molecular,
que la utilizan principalmente para expresion génica, genotipificacion, deteccion de

patdgenos, analisis de mutaciones, entre otros.

2.4.1. Fundamento de la PCR punto final

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccion
aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar

naturalmente el ADN en las células.®®

Los elementos necesarios para que se lleve a cabo una PCR son el templado o0 molde
(ADN o ADNCc), la enzima, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucleétidos
trifosfatados (ANTPs: adenanina, timida, citosina y guanina), ibn magnesio (Mg*), buffer

0 solucién amortiguadora y H>O. Todos estos componentes interactlan en tres etapas
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principales de las que se compone la PCR: desnaturalizacidn, alineamiento o hibridacion y
extension. Los equipos donde ésta se realiza son llamados termocicladores, los cuales estan
disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura

y tiempo necesarios no se modifiquen en cada ciclo.®*

2.4.2. Etapas de la PCR

A. Desnaturalizacién

En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una temperatura de
95°C durante 20-30 segundos; al final tendremos las cadenas separadas que servirdn como

templado para el siguiente paso (Figura 5B).

B. Hibridacion

En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado previamente
separado e hibridan con su secuencia complementaria (Figura 5C). Para que se forme el
complejo templado-oligonucle6tidos, es importante que la temperatura de hibridacién

(Tm) sea la 6ptima, generalmente ésta oscila entre 50-60°C.

C. Extension

En esta etapa, la Taq polimerasa actta sobre el complejo formado y empieza su
funcién catalitica a una velocidad muy rapida; se agrega dNTPs complementarios para
crear las cadenas completas de ADN (Figura 5D). La extension de las cadenas es en
direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5° a 3°. La temperatura 6ptima para la reaccion

es de 72°C, ya que ésta es la temperatura a la cual la enzima es funcional.
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Figura 5. Etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). (A) ADN a temperatura
ambiente. (B) Desnaturalizacion. (C) Hibridacion. (D) Extension.

Fuente: Reagdo em cadeia da polimerase. Biologia 2099/2010. Disponible en:
http://biologia2009201012ano.blogspot.pe/2010_01_01_archive.html

2.4.3. Deteccién de productos

Para saber si la reaccion fue exitosa, se debe realizar una electroforesis en gel de
agarosa, para poder observar los amplicones producidos. La electroforesis consiste en la
separacion de moléculas a través de una matriz sélida que funciona como un filtro y separa
moléculas de acuerdo a su tamafio en un campo eléctrico. En el caso de los acidos
nucleicos, el grupo fosfato proporciona la carga negativa; por tanto, en la corrida
electroforética migran hacia el polo positivo. Al gel de agarosa, se le agrega bromuro de
etidio, molécula intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena; cuando es excitado
con luz UV, emite una sefial que permite la visualizacion de los amplicones en forma de
bandas.®
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Figura 6. Resultado de corrida electroforética en gel de agarosa, mostrando amplicones de
574 pb.

Fuente: Reyes O. Mutaciones que confieren resistencia a metronidazol y tetraciclina en
Helicobacter pylori, su deteccion en aislados cubanos. Rev. CENIC. 2011 ; 42(1) : 29-34.

2.4.4. PCR en tiempo real (QPCR)

Los primeros en sentar las bases para el desarrollo de la PCR en tiempo real fueron
Higuchi y sus colaboradores, cuando en 1992 grabaron en tiempo real la incorporacion de
bromuro de etidio al ADN durante cada ciclo de la PCR realizada bajo luz UV.3®

El principio se basa en la PCR convencional, sélo que difiere en la forma como se
detectan y analizan los productos de amplificacion, caracteristicas que representan grandes
ventajas frente a la PCR punto final. La deteccion de los productos amplificados se da en
cada ciclo de la reaccion, por lo que la amplificacion puede ser monitoreada conforme
transcurre la reaccion, sin necesidad de un gel de agarosa para saber si la reaccion fue
exitosa. Ademas, es posible cuantificar la cantidad de ADN de la muestra.®” En la PCR
cuantitativa, la cantidad de producto amplificado estd vinculada a la intensidad de

fluorescencia usando una molécula indicadora fluorescente.3

Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible para detectar y
cuantificar &cidos nucleicos; aun teniendo una cantidad muy pequefia de templado, el
sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia. Esta metodologia esta
incrementando su uso en la investigacion, incluyendo la cuantificacion de expresion de

genes, perfiles de expresion, andlisis de polimorfismo de un solo nucleotido, pruebas de
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organismos modificados genéticamente (OMG), monitoreo de la carga viral y otras
aplicaciones de deteccion de patdgenos.®

Para controlar el progreso de la reaccion de amplificacion, se utilizan reporteros
fluorescentes que se clasifican en especificos y no especificos. Con cada ciclo de
amplificacion, la intensidad de fluorescencia aumenta proporcionalmente al aumento de la
concentracion del amplicon.®® Dentro de los mas utilizados por su bajo costo, se encuentra
el SYBR Green, que representa el método no especifico, el cual se basa en el uso de
moléculas intercalantes que tienen afinidad por el ADN de doble cadena y que al ser
oxidados generan la sefial fluorescente. EI SYBR Green es una molécula cargada
positivamente, que cuando se une al surco menor del ADN incrementa su fluorescencia
(Figura 7); sin embargo, la desventaja que presenta es que puede unirse a cualquier
molécula de ADN de doble cadena, incluyendo los dimeros de primers.3®

1.Denaturation Step

Litt il iiiiiililll]

2. Annealing Step

- "
ANENE NN EENEN

3. Extension Step
(4] |4 ) Lad
Figura 7. Emision de fluorescencia del SYBR Green.

Fuente: gPCR Array Service. Bioneer. Disponible en:
http://eng.bioneer.com/products/geneexpression/qPCRArrayService-detection.aspx

Finalmente, para el analisis de los resultados, el software nos brinda graficas de
amplificacion, que muestra el curso y el progreso de la reaccion y la curva de disociacion
o0 curva melting, que nos da informacion sobre la especificidad de la reaccion. Otro paso
importante del analisis es elegir el tipo de cuantificacion que se usarad para determinar la
amplificacion. Existen dos tipos de cuantificacion: la absoluta y la relativa. La primera

generalmente se utiliza para conocer el nimero exacto de copias amplificadas del blanco o
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la concentracidn precisa de &cidos nucleicos en una muestra. En la practica, este tipo de
cuantificacion se usa para medir la carga viral o bacteriana en diferentes tejidos. La segunda
se aplica cuando se desean evaluar los cambios en la expresion de genes en distintos estados
fisioldgicos. Estos cambios se basan en los niveles del ARNm del gen blanco comparados
con un gen de referencia (gen housekeeping) que no cambia su expresion a pesar de que

los estados fisiologicos se modifiquen por diversas causas.3*38
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CAPITULO III

3. Materiales y Métodos

3.1. Lugar de ejecucion

3.1.1. Ubicacion

El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio J&K. Unidad Mixta de
Investigacién 1011: Receptores nucleares, enfermedades cardiovasculares y diabetes.
Laboratorio asociado a la Universidad de Lille 2. (Laboratoire J&K. Unité Mixte de
Recherche (UMR) 1011 Inserm).

Director del Laboratorio: Bart Staels, PhD.

3.1.2. Actividades que realiza la Unidad (U1011)

La unidad 1011 estudia los mecanismos biologicos y moleculares que controlan el
desarrollo y la progresion de la diabetes tipo 2 y sus complicaciones cardiovasculares, con
el fin de desarrollar estrategias preventivas y terapéuticas. Se estudia la regulacién de los
genes implicados en estas patologias y las complicaciones de su desregulacion, con interés
particular por los factores de transcripcion especificos: los receptores nucleares, que

constituyen blancos terapéuticos potenciales.

3.1.3. Aspectos técnicos

A. Ubicacion Geogréfica

Bd. du Professeur Jules Leclercq

59000 Lille — Francia
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3.1.4. Area

Equipo 1: Receptores nucleares en el sindrome metabdlico. Dirigido por Bart
Staels, PhD. Dentro del equipo se trabajé bajo la tutoria de Sophie Lestavel, PhD.

A. Funciones del area

Los estudios precedentes caracterizaron a los receptores nucleares, tales como
PPAR y LXRs como reguladores metab6licos y blancos farmacoldgicos, lo que ha
permitido una mejor comprension de los efectos secundarios de los ligandos sintéticos de

receptores nucleares utilizados actualmente en las terapias.
Durante los altimos afios los estudios realizados han contribuido significativamente a:

- Demostrar la implicacién de los receptores nucleares en las perturbaciones del
metabolismo y el equilibrio energético: perturbaciones caracteristicas de la
diabetes tipo 2.

- Demostrar el rol regulador de los receptores nucleares en procesos inflamatorios
en el tejido adiposo y la pared vascular.

- Comprender mejor los mecanismos moleculares por los cuales los receptores
nucleares modulan la progresion de la diabetes tipo 2.

Sin embargo, los mecanismos de accion molecular de los receptores nucleares asi como su
rol exacto en la fisiopatologia de los estadios precoces (sindrome metabdlico) y tardios de
la diabetes de tipo 2, de la obesidad y de las enfermedades cardiovasculares no quedan

todavia perfectamente comprendidas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

3.2. Material experimental

3.2.1. Material bioldgico

Intestino (duodeno) de dos diferentes fondos genéticos murinos: SV129 (ratones
hembras) y C57BL/6J (ratones machos).

3.2.2. Reactivos

Agua ultrapura grado biologia molecular, PBS, Agarosa, Buffer TAE 0.5X,
bromuro de etidio (BET), Lood dye (DNA6X), marcador de peso molecular (leader) de
100 pb, Extract-All (Eurobio), cloroformo, isopropanol, etanol 70%, oligonucleotidos,
Master Mix SYBR Green Brilliant 11 Fast (Agilent), nitrégeno liquido.

3.2.3. Material de vidrio

Matraz Erlenmeyer 250 mL.

3.2.4. Material de plastico

El material con el que se trabajé en el laboratorio es desechable: probetas 250, 500
y 1000 mL tubos Falcon 50 ml, tubos Eppendorf 1,5y 2 mL, tubos Eppendorf PCR (200
uL), placas de PCR de 96 pozos, tira de tapas para los tubos de PCR, tips para micropipetas,
gradilla para tubos y frascos de 250 mL.

3.2.5. Kits

Kit DNase I, RNase-free (Thermo Scientific)
Kit High capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)

3.2.6. Equipos

Los equipos principales fueron el de lectura de densidad éptica (Nanodrop ND-
1000) y el termociclador Mastercycler® gradiente (Eppendorf) para realizar la retro-
transcripcion y Mx3005P (Agilent) para la g°PCR. También se utilizd6 micropipetas de 10,

20, 100, 200 y 1000 pL, vortex, balanza analitica, centrifuga, microcentrifuga, camara
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electroforética horizontal, ldmpara UV, cémara de flujo laminar, microondas y

congeladora.

3.3.  Metodologia

3.3.1. Protocolos animales

Se trabajo con ratones de dos fondos genéticos diferentes: SV129 (hembras) y
C57BL/6J (machos), alimentados con un régimen estandar a base de cerales (chow diet,
CD) o un régimen rico en grasa (high fat diet, HFD). El sacrificio se llevo a cabo siguiendo
las exigencias institucionales (CEEA 02/2008), después de 6 horas de ayuno se sacrifico a
los animales por dislocacion cervical y los intestinos fueron extraidos, lavados con PBS y
se cortaron en cuatro partes correspondientes al duodeno, yeyuno, ileén y colon. Las
mucosas intestinales fueron raspadas transfiriéndose a un criotubo conteniendo nitrégeno
liquido, los cuales fueron almacenados a -80°C antes de la extraccion de ARN.

3.3.2. Disefio de los oligonucle6tidos

Los oligonucleétidos (primers y/o cebadores) especificos de los genes de interés
fueron sintetizados por la empresa Sigma y poseen temperaturas de hibridacion (Tm)
cercanas a 60°C, lo que permite realizar el programa de gPCR Fast. Los oligonucle6tidos
se disefiaron gracias al software Primer3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) y se comprobo su especificidad
verificando in silico por NCBI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

A. Eficiencia por qPCR

Después de la validacion in silico, se realizé una PCR para evaluar la eficiencia de
los cebadores (1 uL ADNc con soluciones a %, 1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 y 1/500

mezclado con 19 pL de MIX que contenia 300 nM de los primers).
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B. Electroforesis

Se prepar6 un gel de agarosa al 2%, para lo cual se peso 3 g de agarosa que se diluyd
en 150 mL de buffer TAE 0.5X y se calentd para una dilucién completa. Posteriormente,
la mezcla se transfirio a un frasco de plastico donde se agreg6 2 gotas de BET, se coloco
en la cdmara que contenia los peines y se dejo gelificar. Una vez listo el gel, se traspasé a
la camara electroforética y se procedi6 a cargar el gel, en dos pozos se cargd 5 pL de
marcador de peso molecular (o leader) de 100 pb y los demas pozos se cargaron con 15 pL
de la preparacion de las muestras (20 pL de producto de gPCR + 4 uL de load dye). Se
dejo correr a 110 V durante aproximadamente 40 minutos. Finalmente se hizo la lectura

UV del gel para evaluar la integridad de los amplicones generados.

Para validar los oligonucledtidos o primers, se vio que solo un producto sea
amplificado (un solo pico en la curva de disociacion y una sola banda en la separacion en
gel de agarosa) y que su eficiencia comprenda entre 90 y 120%.

3.3.3. Analisis transcripcional

A. Extraccion y dosaje de ARN

Las mucosas intestinales murinas fueron lisadas afiadiendo Extract-All (Eurobio).
Luego se agrego cloroformo (1/5 del volumen del Extract-All) para la extraccion de ARN
total. Se centrifugd (13000 rpm, 10 minutos, 4°C) y luego se afiadié isopropanol a la fase
acuosa superior para hacer precipitar el ARN. Se realizé una segunda centrifugacion a las
mismas condiciones, el precipitado de ARN se lavo dos veces con etanol al 70%, se dejo
secar, manteniendo siempre los tubos en hielo y finalmente se resuspendié en agua
ultrapura. El dosaje de ARN se llevé a cabo midiendo la absorbancia a 260 nm y la pureza
se midié por las absorbancias a 260/280 (contaminacién con proteinas) y 260/230

(contaminacion por sales) (Nanodrop ND-1000).
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B. Tratamiento DNasa y Retro-transcripcion

Se utiliz6 el kit comercial “High capacity cDNA Reverse Transcription Kit”
(Applied Biosystems), realizando previamente un tratamiento DNasa para eliminar el ADN
genomico residual con el kit DNase |, RNase-free (Thermo Scientific): se agregd 1 pL de
tampon de reaccion 10X y 1 pL de DNAsa a 1 pug de ARN disuelto en 8 pL de agua
ultrapura, se incub6 durante 30 minutos a 37°C (programa DNAsel) y luego se agreg6 1
puL de EDTA y se incubd 10 minutos a 65°C (programa DNAse2). Posteriormente se
adiciono la mezcla reaccionante (2 pL tampon RT 10X, 0,8 pL de mezcla de dNTPs 25X,
2 uL de mezcla de iniciadores hexaméricos de secuencias aleatorias (random primers) 10X,
1 pL de Multiscribe Reverse Transcriptasa, 1 pL de RNAsin y 3,2 uL de agua ultrapura).
Después de una incubacion de 10 minutos a 25°C, las muestras se mantuvieron a 37°C
durante 2 horas y finalmente a 85°C por 5 minutos. EI ADNc se guardd a -20°C hasta su

utilizacion.

C. PCR cuantitativa (QPCR)

Se realizo6 gracias al programa Mx3005P (Agilent), utilizando SYBR Green como
agente intercalante del ADN. Se utiliz6 un segundo fluoréforo, Rox, para normalizar las
variaciones de fluorescencia no ligadas a la PCR. La reaccion de qPCR se realiz6 utilizando
el modelo Fast: 2 minutos a 95°C, 40 ciclos de amplificacién (5 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C), 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a 95°C. El valor
de Ct (ciclo threshold) fue determinado en la fase exponencial, en la interseccion de la linea
de ruido de fondo y la curva de fluorescencia y permite evaluar la expresion del gen de
interés. La expresion del gen de interés fue normalizada por la expresion de un gen de
control (Ciclofilina, Actina). La mezcla reaccionante, de un volumen final de 20 uL (5 pL
ADNCc diluido a 1/10 en agua ultrapura + 10 pL Master Mix SYBR Green Brilliant Il Fast
(Agilent) + 300 nM oligonucleotidos (forward primer y reverse primer) especificos para
el gen de interés + 0,14 pL Rox (dilucion 1/200 en agua ultrapura) y lo que resta de agua.

Cada muestra fue colocada en duplicado en placa de 96 pozos.
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Tabla 1. Genes de referencia utilizados para normalizar la expresion de los genes de interés.

Gen Forward Primer Reverse Primer
Ciclofilina 5’>-GCATACGGGTCCTGGCATCTTGTCC- | 5>-ATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC-
3 3’
Actina 5’>-GCTCATTGTAGAAGGTGTGG-3’ 5’-CATCCTCACCCTGAAGTACC-3’

3.3.4. Andlisis estadistico

Los resultados numéricos obtenidos de las diferentes experiencias se expresaron
bajo la forma de la media y desviacion estandar. El significado de las diferencias entre

ambos grupos se evalu6 con la prueba T de student, gracias al software GraphPad Prism5.
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CAPITULO IV

4. Resultados y Discusion

4.1. Validacién de los oligonucledtidos disefiados para los genes de interés

Se eligi6 trabajar con 7 enzimas participantes en las dos vias mayores de
metabolizacion del triptéfano, hablamos de la via de las quinureninas y de la serotonina,

trabajando inicialmente con 6 y 1 enzima respectivamente.

A través de las herramientas bioinformaticas, Primer3 y BLAST se disefiaron los
oligonucledtidos para las siguientes enzimas: ldol, Ccbl2, Kynu, Kmo, Acmsd, Qprt y
Tphl, como se observa en la Tabla 2, tomando en consideracion las caracteristicas de un
buen oligonucleétido o primer como son tener una longitud de 18 a 25 pb, una temperatura
de hibridacién (Tm) entre 52°C a 65°C, un contenido promedio de GC entre 40 y 60% y
evitar que sean capaces de dimerizar y formar horquillas.

El estudio se redujo al analisis de tres enzimas, ya que en el disefio de
oligonucleétidos para las otras cuatro enzimas participantes no se obtuvieron buenos
resultados en la eficiencia, por lo que se decidio redisefiarlos, obteniéndose nuevamente
resultados poco favorables (Tabla 3). Por otro lado, bibliograficamente se encontraron
trabajos precedentes sobre el analisis de enzimas de estas vias metabolicas, pero en los
cuales se trabajé con sondas TagMan, por lo que no fue posible tomarlas como referencia

para nuestro estudio.

4.1.1. Eficiencia por qPCR

Se realizaron gPCR para comprobar la especificidad de los oligonucledtidos
disefiados. Para el analisis de la eficiencia, se observé la curva de amplificacion (A), la

curva de disociacion (B) y la curva estandar (C) generadas por las gPCR.
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Para validar los oligonucledtidos, se vio que un tnico producto sea amplificado, es
decir que exista un solo pico en la curva de disociacion; ya que cuando se observa mas de
un pico, quiere decir que existen mas productos amplificados, encontrandose con el
problema de dimerizacion. En nuestros resultados, se observa que la amplificacion es un
poco tardia en las tres enzimas, con valores de Ct a partir de 26 (Figura 8B, 9B y 10B), lo
que nos indica que no existe gran cantidad de material genético. Respecto al analisis de la
curva de disociacién, tanto Idol (Figura 8C) como Tphl (Figura 10C) nos muestran un
Unico pico bien marcado, lo que nos asegura un unico producto amplificado que viene a
ser nuestro producto deseado; por el contrario, Kynu (Figura 9C) muestra un pico grande
bien marcado y uno mucho mas pequefio a su costado, siendo nuestra primera impresion
que es parte del ruido de fondo. Sin embargo, para hacer frente a la posibilidad que éste
pequefio pico represente un producto no especifico o dimero®® se llevd a cabo la
electroforesis, para comprobar la integridad de los oligonucleétidos para este gen. Cabe
resaltar que el método de analisis de la curva de disociacion o de fusién es analogo al de
electroforesis en gel de agarosa*!, sin embargo, éste Gltimo nos va a servir para corroborar
la presencia del producto especifico de acuerdo a su longitud.

Por otro lado, con la curva estandar se determind la eficiencia de los
oligonucleétidos o primers (Tabla 4) considerando que presenten una eficiencia que
comprenda entre 90 y 120%; basandonos en estos criterios se descartaron varias enzimas
quedandonos Unicamente con tres (Tabla5), como se mencion6 anteriormente; Idol1 (Figura
8D), Kynu (Figura 9D) y Tphl (Figura 10D), de las cuales sus resultados de eficiencia
fueron 112,4%, 92,0% y 117,1% respectivamente.
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Tabla 2. Disefio de oligonucleétidos para las enzimas elegidas a través de Primer3,
mostrando su secuencia, longitud, temperatura de hibridacion (Tm), porcentaje de GC
(%GC) y posibilidad de formar horquillas (Hairpin).

Secuencia Longitud | Tm | GC%  Hairpin
Forward
5’-CATGACATACGAGAACATGGACA- 23 58.57 | 43.48 0.00
3 3
o
Reverse
20 58.75 | 50.00 0.00
5’-TCTTGACGCTCTACTGCACT-3’
Forward
19 59.12 | 57.89 0.00
N 5’-GAAATCCTTGTGGCCGTGG-3’
o]
S Reverse
21 59.18 | 52.38 0.00
5’-CAGGGGAATAAACACAGGCAC-3’
Forward
22 58.61 | 45.45 0.00
S 5’-GTCACAGATTCAACTTCACGGA-3’
c
< Reverse
20 59.67 | 55.00 0.00
5’-AGCCCACTGAACAGGATCAC-3’
Forward
20 58.03 | 50.00 0.00
o 5’-AAACAAGGACCTGCTGACTG-3’
IS
Y Reverse
20 59.02 | 55.00 0.00
5’-AGCACTGTGAGTACCCCTTC-3’
Forward
21 59.12 | 52.38 0.00
2 5’-CCAAGCTCTTTCCACAGTTCC-3’
IS
<LE) Reverse
20 59.17 | 55.00 0.00
5’-CCTTCGAGGGTATCTGGCAA-3’
Forward
20 58.80 | 55.00 0.00
£ 5’-TGGTGGAGAAGTATGGGCTC-3’
8 Reverse
20 59.46 | 55.00 0.00
5’-GGCTGCTACATTCCACCTCT-3’
Forward
20 57.73 | 50.00 0.00
- 5’-CATGCACTTTCTGGACATGC
<
|E' Reverse
21 58.57 | 47.62 0.00
CGGTCTTGGCAAATTCTCTCA
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Tabla 3. Redisefio de los oligonucle6tidos para las enzimas restantes, mostrando su
secuencia, longitud, temperatura de hibridacién (Tm), porcentaje de GC (%GC) y
posibilidad de formar horquillas (Hairpin).

] Longitu GC | Hairpi
Secuencia Tm
d % n
Forward 59.3
20 50.00 0.00
5’-TTTACACGTGTGCGACTCCT-3’ 6
o Reverse
o]
S 5’- 60.8
26 42.31 0.00
GGCAGAGAATTAAAGTAACACTCAGG 5
_3’
Forward 59.6
21 52.38 0.00
o 5’-CCAGATGCTATCCCTCTGATG-3’ 6
S
Y Reverse 59.2
19 57.89 0.00
5’-GGTGGAAGGGAGAGCACTT-3’ 4
Forward 62.0
21 57.14 0.00
k] 5’-CCTGGTTCACGATCCTCTGTC-3’ 3
IS
ét) Reverse 62.6
18 61.11 0.00
5’-CTGCTCGCCCAGAGGAAA-3’ 3
Forward 60.1
20 55.00 0.00
£ 5’-CCGGGCCTCAATTTTGCATC-3’ 8
8 Reverse 60.2
20 55.00 0.00
5’-GGTGTTAAGAGCCACCCGTT-3’ 5
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Figura 8. Eficiencia de oligonucleotidos para el gen Idol sobre el protocolo 43 (RT realizada
en mayo 2010) (A) Consolidado de resultados. (B) Curva de amplificacién. (C) Curva de

disociacion. (D) Curva estandar, eficiencia de 112,4%. Ido1; indoleamina 2,3-dioxigenasa.
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Figura 9. Eficiencia de oligonucle6tidos para el gen Kynu sobre el protocolo 43 (RT realizada
en mayo 2010) (A) Consolidado de resultados. (B) Curva de amplificacién. (C) Curva de

disociacion. (D) Curva estandar, eficiencia de 92,0%. Kynu; quinureninasa.
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Figura 10. Eficiencia de oligonucleotidos para el gen Tphl sobre el protocolo 43 (RT realizada
en mayo 2010) (A) Consolidado de resultados. (B) Curva de amplificacion. (C) Curva de

disociacion. (D) Curva estandar, eficiencia de 117,1%. Tphl; triptéfano 2,3-dioxigenasa.
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Tabla 4. Eficiencias de los oligonucleétidos por gPCR.

Gen Eficiencia qPCR (%)
Idol 112.5
Ccbl2 359.5
Kynu 92.0
Kmo >1000
Acmsd >1000
Qprt >1000
Tph1 1171

Tabla 5. Secuencias de oligonucledtidos para el analisis de los genes de las enzimas elegidas.

Gen

Forward Primer

Reverse Primer

Idol

5’-CATGACATACGAGAACATGGACA -3’

5’-TCTTGACGCTCTACTGCACT-3’

Kynu

5’-GTCACAGATTCAACTTCACGGA-3’

5’-AGCCCACTGAACAGGATCAC-3’

Tphl

5’-CATGCACTTTCTGGACATGC-3’

5’-CGGTCTTGGCAAATTCTCTCA-3’

4.1.2. Electroforesis en gel

Como se dijo anteriormente, uno de los criterios para validar los cebadores, es que

presenten un Unico producto de amplificacion, es decir, al realizar la corrida electroforética en

gel de agarosa, se observe una sola banda, resultado que representaria la amplificacion de

nuestro producto deseado; ademas que, gracias al marcador de peso molecular, es posible

observar el tamafio del amplicon generado.

Con respecto a nuestras enzimas, se obtuvo un buen resultado en la corrida

electroforética (Figura 11), ya que en las tres podemos observar un Gnico amplicon bien

marcado de 150 pb aproximadamente; lo que concuerda con la bibliografia que indica tanto

para ldol como para Kynu, un amplicon de 150 pb y para Tphl, uno de 151 pb; razon por la

cual se puede verificar que nos dan el transcripto que representa nuestro producto deseado.
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Figura 11. Amplicones obtenidos por electroforesis horizontal (gel de agarosa 2%, marcador de
peso molecular de 100 pb, 110 V) para genes participantes en las vias metabolicas del triptéfano.
A) Enzima Ido1 B) Enzima Kynu C) Enzima Tphl.

MPM: marcador de peso molecular en el primer pozo, en los siguientes pozos se depositaron las
diferentes concentraciones: %2, 1/5, 1/10, 1/25, 1/50 y 1/100 y finalmente un blanco.

4.2. Dosaje de ARN

4.2.1. Concentracion y pureza

Se realizo el dosaje de los ARN de los dos protocolos, para hallar la concentracion de
las muestras en ng/pL y de esta manera poder ver si existe contaminacion por proteinas
(260/280 > 1,8) o por sales (260/230 > 1,5); valores menores a los indices dados indican

contaminacion.

Se trabajé con 2 protocolos (43 y 86), de los cuales en uno de ellos ya se habia realizado
la extraccion y retro-transcripcion del ARN anteriormente en el laboratorio (mayo 2010), por
lo que se realizo el dosaje de ésta, comparando los resultados (Tabla 6) con los obtenidos en el
dosaje de la nueva extraccion de ARN sobre el mismo protocolo (Tabla 7); en esta comparacion
no se observaron grandes diferencias, por lo que se decidi6 trabajar con ambas muestras. Por
otro lado, se trabajé con un segundo protocolo, del cual no existia una extraccion de ARN
anterior, por lo que los resultados fueron Unicamente de la extraccion hecha recientemente
(Tabla 8).

Los diferentes ARN analizados nos muestran indices de pureza con valores superiores
al minimo indicador de contaminacion por proteinas y sales; por tanto, la técnica de aislamiento

y manipulacién fue buena.
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Tabla 6. Dosaje de ARN Protocolo 43 (RT realizada en mayo 2010), donde se muestra la
concentracion (ng/uL), absorbancias a 260 y 280, indice de contaminacién por proteinas
(260/280), indice de contaminacién por sales (260/230).

Sample
D ng/uL A260 A280 260/280 260/230
771 656.46 16.412 8.516 1.93 2.25
47 388.64 9.716 5.115 1.9 2.33
786 418.05 10.451 5.566 1.88 2.38
46 416.09 10.402 5.543 1.88 2.38
45 415.63 10.391 5.539 1.88 2.42
51 653.22 16.331 8.485 1.92 2.35
751 518.57 12.964 6.801 1.91 2.31
782 368.18 9.204 4.964 1.85 244
745 514.25 12.856 6.701 1.92 2.34
756 935.69 23.392 11.951 1.96 2.35
48 566.72 14.168 7.386 1.92 2.32
761 550.44 13.761 7.217 1.91 2.44

Tabla 7. Dosaje de ARN Protocolo 43 (RT realizada en enero 2016), donde se muestra la
concentracion (ng/pL), absorbancias a 260 y 280, indice de contaminacién por proteinas
(260/280), indice de contaminacion por sales (260/230).

Sample
D ng/ul A260 A280 260/280 260/230
771 649.93 16.248 8.328 1.95 2.34
47 386.26 9.657 5.106 1.89 2.3
786 416.73 10.418 551 1.89 2.37
46 408.03 10.201 5.444 1.87 2.37
45 413.29 10.332 5.573 1.85 2.38
51 655.72 16.393 8.577 1.91 2.34
751 464.11 11.603 6.125 1.89 1.89
782 368.38 9.21 4.989 1.85 2.42
745 513.86 12.846 6.769 1.9 2.35
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756 944.63 23.616 11.969 1.97 2.3
48 568.79 14.22 7.393 1.92 2.19
761 553.47 13.837 7.287 1.9 2.28

Tabla 8. Dosaje de ARN Protocolo 86 (RT realizada en febrero 2016), donde se muestra la
concentracion (ng/uL), absorbancias a 260 y 280, indice de contaminacién por proteinas
(260/280), indice de contaminacién por sales (260/230).

Sample
T ng/ul A260 A280 260/280 260/230
111 938.69 23.467 11.802 1.99 2.32
104 541.81 13.545 6.924 1.96 2.01
106 914.18 22.854 11.394 2.01 2.09
103 781.43 19.536 9.709 2.01 1.71
105 775.98 19.399 9.665 2.01 2.29
107 686.13 17.153 8.608 1.99 2.26
129 628.42 15.71 7.943 1.98 1.84
128 591.58 14.79 7.585 1.95 2.21
123 677.65 16.941 8.448 2.01 2.23
125 679.04 16.976 8.541 1.99 2.22
124 659.48 16.487 8.28 1.99 2.23
126 703.29 17.582 8.769 2.01 1.83
110 793.48 19.837 10.054 1.97 2.28
113 705.59 17.64 8.794 2.01 1.78
130 517.71 12.943 6.59 1.96 2.12

4.3. Expresion de los genes de las enzimas participantes en las vias metabolicas

del triptofano

El estudio se realizd en dos diferentes protocolos murinos, de fondo genético SV129

(ratones hembras) y C57BL/6J (ratones machos).
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Dentro de la expresion de los genes de interés, que fue realizada por qPCR, para
normalizar su expresion®?, es necesario utilizar genes de referencia. Los genes de referencia
(inicialmente llamados housekipping *® o de control interno, se caracterizan por presentar una
expresion constante en todas las muestras, por lo que generalmente son utilizados genes que
regulan funciones estructurales o muy béasicas relacionadas con el metabolismo celular; sin
embargo, no se han identificado genes de referencia 6ptimos,** ya que los utilizados

habitualmente varian considerablemente entre muestras.

En nuestro caso, se probaron tres genes de referencia (Actina, Ciclofilinay TFIIB), que
ya habian sido utilizados anteriormente en el laboratorio en trabajos sobre muestras de intestino;
cabe resaltar que sobre estas muestras se probaron otros, pero dentro de todos, aunque ninguno
dio resultados 6ptimos, la actina y la ciclofilina fueron los que presentaron mejores resultados.
Teniendo en cuenta que para normalizar las expresiones de genes cuando se trabaja con qPCR,
es necesario utilizar mas de un gen de referencia, sobre todo cuando no se puede encontrar un
Unico gen de referencia con caracteristicas 6ptimas,* se decidi6 trabajar con ambos (Figuras
12, 14 y 16) y elegir el que presente mejores resultados, incluso en un caso se trabajé con la
media de ambos. Al analizar las curvas de disociacion de los genes de referencia, podemos
resaltar que en todas se muestra un pico grande y bien marcado; sin embargo, no es un resultado

100% Optimo ya que existe bastante ruido de fondo.

4.3.1. Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Con respecto a la expresion de las tres enzimas trabajadas, se puede observar en las
curvas de amplificacion la fase linear o ruido de fondo que representa el momento en el cual
comienza la desnaturalizacion®®*" y no hay amplificacion de producto (aproximadamente los
15 primeros ciclos), ésta es una fase de “acondicionamiento” y en nuestros resultados se observa
que la amplificacion de los genes de interés comienza un poco tarde, sobre todo en el protocolo
86 (Figura 17).

Analizando el primer protocolo (43), trabajado con un ADNc pasado, se observa en las
3 enzimas la presencia de un pico bien marcado (Figura 13); sin embargo, tanto para Idol
(Figura 13B) como Kynu (Figura 13D) se observa ademas ruido de fondo bastante pronunciado.
Por otro lado, en la gPCR trabajada con el nuevo ADNCc, estos pequefios picos desaparecen
(Figura 15), lo que nos indica un mejor resultado al trabajar con éste ultimo, a pesar que las
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muestras de ADNCc estuvieron guardadas a -20°C, siempre el paso del tiempo, genera una

degradacion en el material genético.

Comparando los valores de Ct entre ambos, se puede ver que existe una variacion
pequefia entre ellos, mostrando una amplificacion mas temprana para Ido1 (Figura 13A'y 15A)
al igual que Tphl (Figura 13E y 15E) en el ADNc actual, caso contrario a Kynu, donde la
amplificacién es un poco mas tardia (Figura 13C y 15C). En cuanto la curva de disociacién de
las enzimas del protocolo 86, se observa para el caso de Ido1 (Figura 17B) y Kynu (Figura 17D)
ruido de fondo acompafando al gran pico bien marcado de nuestro producto deseado,
contrariamente a Tphl (Figura 17F), que presenta una amplificacion limpia con poco ruido de

fondo.

En general los resultados nos indican, que la presencia de material genético en ambos
protocolos es un poco baja y en consecuencia la amplificacion resulta un poco tardia. En la
amplificacién trabajada con muestras de ADNc pasado, ademas del pico del producto deseado,
se ven picos pequefios, los cuales desaparecen en la amplificacion con el nuevo ADNC,
situacién que ocurre tanto para los genes de referencia como para los de interés; por lo que se
puede concluir que existe una degradacion y posible contaminacion en algunas muestras del
ADNCc pasado. Una posible explicacion a esta situacion es que, al descongelarse, la muestra

esta expuesta a la degradacion por las nucleasas.

4.3.2. Variacion de la expresion de las enzimas entre una dieta basada en cereales (chow
diet, CD) y una dieta rica en grasas (high fat diet, HFD)

Como objetivo principal del trabajo, se busco observar la influencia de una dieta rica en
grasas en comparacion a una basada en cereales en la expresion de tres enzimas participantes

en la metabolizacién del tript6fano.

El primer gen, 1dol, mostré una mayor expresion en la dieta a base de cereales en
comparacion a la dieta rica en grasas, para ambos protocolos. Por otro lado; para Kynu, se
observé en el primer protocolo una mayor expresion en la dieta a base de cereales; inversamente
al segundo protocolo, donde la expresion mayor, aunque con muy poca diferencia, se da en el
régimen rico en grasas. Finalmente, para nuestro Gltimo gen, Tphl, la expresion resultante en

el primer protocolo, difiere entre ambas muestras utilizadas, ADNc obtenido en mayo 2010 y
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uno actual, para el primer caso se observo una mayor expresion en la dieta basada en cereales,
contrariamente al segundo, donde la mayor expresion se da en la dieta rica en grasas. Para el
segundo protocolo, situacion similar a Kynu, se vio una mayor expresion, con una minima

diferencia, en el régimen rico en grasas.

Los resultados obtenidos, nos muestran en general una baja expresion de las enzimas
analizadas Ido1, Kynu y Tphl en ambos regimenes alimenticios, ademas de una ligera variacion
en la expresion de éstas entre el régimen rico en grasas (HFD) y el basado Unicamente en
cereales (CD); sin embargo, ésta expresion no fue significativamente diferente, como se puede
observar en los graficos de las Figuras 18 y 19. De todas maneras, ésta diferencia sugiere una
tendencia en disminucion en la expresion de las enzimas de la via de las quinureninas y una
tendencia en incremento de la enzima inductora de la via de la serotonina los protocolos
alimentados con la dieta rica en grasas. Li y sus colaboradores,*® demostraron una menor
expresion de las enzimas iniciales de la via de las quinureninas y por tanto la disminucion de
concentracion de quinurenina en ratones alimentados con una dieta rica en grasas; estudio que
asemeja sus resultados a los nuestros.

Estudios precedentes, sefialan que la mayoria de enzimas participantes en la via de las
quinureninas incrementa su expresion en tejido adiposo de pacientes obesos "¢ sin embargo,
al trabajar con modelos murinos,*® nos damos con la sorpresa que el metabolismo del triptofano
es totalmente diferente, ya que, a pesar de la inflamacion presente en el tejido adiposo, no hay
expresion de varias enzimas de ésta via metabolica, caso contrario a muestras humanas, donde
su expresion se ve fuertemente incrementada.*’ Con esto se puede concluir que existe una
limitacion en el uso de modelos murinos para el estudio de la metabolizacion del triptofano en
obesidad humana. Pero incluso cuando las caracteristicas sean diferentes entre humanos y

ratones, es obvio que las vias metabolicas del triptéfano se ven afectadas por la obesidad.
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Figura 12. Amplificacion por gPCR de los genes de control Actina y Ciclofilina en el protocolo
43 (RT 2010). (A) Curva de amplificacion de Actina. (B) Curva de disociacion de Actina. (C)

Curva de amplificacion de Ciclofilina. (D) Curva de disociacion de Ciclofilina.
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Figura 13. Amplificacién por gPCR de los genes de interés Idol, Kynu y Tphl en el protocolo
43 (RT 2010). (A) Curva de amplificacién de Idol. (B) Curva de disociacion de Idol. (C) Curva
de amplificacion de Kynu. (D) Curva de disociacion de Kynu. (E) Curva de amplificacién de

Tphl. (F) Curva de disociacion de Tphl.
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Figura 14. Amplificacion por qPCR de los genes de control Actina y Ciclofilina en el protocolo
43 (RT 2016). (A) Curva de amplificacion de Actina. (B) Curva de disociacion de Actina. (C)

Curva de amplificacion de Ciclofilina. (D) Curva de disociacion de Ciclofilina.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




' m% UNIVERSIDAD
g

$Eg%SIT(;%IT\:IO DE A 5 CATOLICA
U — DE SANTA MARIA

Figura 15. Amplificacién por gPCR de los genes de interés Idol, Kynu y Tphl en el protocolo
43 (RT 2016). (A) Curva de amplificacién de Idol. (B) Curva de disociacién de Idol. (C) Curva
de amplificacion de Kynu. (D) Curva de disociacion de Kynu. (E) Curva de amplificacion de

Tphl. (F) Curva de disociacion de Tphl.
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Figura 16. Amplificacion por qPCR de los genes de control Actina y Ciclofilina en el protocolo
86 (RT 2016). (A) Curva de amplificacion de Actina. (B) Curva de disociacion de Actina. (C)

Curva de amplificacion de Ciclofilina. (D) Curva de disociacion de Ciclofilina.
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Figura 17. Amplificacion por gPCR de los genes de interés Idol, Kynu y Tphl en el protocolo
86 (RT 2016). (A) Curva de amplificacion de Idol. (B) Curva de disociacion de Idol. (C) Curva
de amplificacion de Kynu. (D) Curva de disociacion de Kynu. (E) Curva de amplificacién de

Tphl. (F) Curva de disociacion de Tphl.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE < UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

ldol Kynu Tphl

c c c
£ £ £
= | Sz S =
0 X o X n X
o< o5 o< | o< |
o m o — o —
() (] ()
53 -:-n-u-w-n-ﬁ 53 SR 53 e
e S S
& ng Rz QSO ng
()$ 0é
& &
Idol Kynu Tphl
15 25 15
20 —
c = R <
E 10 £ £ 10
22 2215 2=
$2 | $2 $2
5= %] 55 10 s=
58 o5 7 58 58 05
7
0.0 L 0.0 s 0.0
& &L & S &
S @ S
o A 5 &

Figura 18. Expresion del ARNm de las enzimas Idol, Kynu y Tphl en un régimen CD y
HFD, en el protocolo 43, trabajando con RT realizada en mayo 2010 (graficos superiores) y
RT actual (graficos inferiores). Los resultados son expresados como media y desviacion
estandar. La prueba T-student fue realizada para el analisis estadistico (*P<0.05, **P<0.01).
Idol, indoleamina 2,3-dioxigenasa 1; Kynu, quinureninasa; Tphl, triptofano 2,3-
dioxigenasa 1.
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Figura 19. Expresion del ARNm de las enzimas Ido 1, Kynu y Tphl en un régimen CD y
HFD, en el protocolo 86, RT actual. Los resultados son expresados como media y desviacion

estandar. La prueba T-student fue realizada para el analisis estadistico (*P<0.05, **P<0. 01).
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Idol, indoleamina 2,3-dioxigenasa 1; Kynu, quinureninasa; Tphl, triptéfano 2,3-

dioxigenasa 1.

Diferentes estudios sugieren que las dos principales vias metabolicas del triptofano
(5-HT y quinureninas) compiten por su precursor®®>! o que conduce a tener concentraciones
mas bajas de quinureninas en aumento de la sintesis de 5-HT. Viceversa, la desviacion de
triptofano a la via de quinureninas puede dar lugar a una deficiencia relativa de la sintesis

de 5-HT y por lo tanto a la disfuncién serotonérgica.

La activacion de IDO1 y el metabolismo resultante del triptéfano y la formacion de
quinurenina y sus metabolitos, tienen ramificaciones bioldgicas considerables, que,
dependiendo de las circunstancias, puede ser beneficioso o perjudicial para el anfitrion. Por
otro lado, segln el estudio de Nonogaki y Kaji °> se sugiere que el aumento de la serotonina
periférica esta asociado con la obesidad y también a niveles bajos de tript6fano circulante;
por tanto, la inhibicidn de la sefializacion de la via de la serotonina o de su sintesis en el
tejido adiposo puede resultar un tratamiento efectivo para ésta y sus alteraciones.

Otros estudios muestran que procesos inflamatorios pueden desempefar un papel
causal en el desarrollo de la enfermedad depresiva, teniendo como evidencia que una
proporcién de individuos deprimidos presentan procesos inflamatorios. En roedores se
demostré que la activacion de la via de las quinureninas es esencial para el desarrollo del
comportamiento depresivo®® y en pacientes con hepatitis C o cancer que reciben tratamientos
con medicamentos que inducen la inflamacion, se mostré un aumento de la activacion de la
KP y disminucidn de los niveles de triptofano que se correlacionan con la depresion inducida
por la inflamacién; ademas, se ha demostrado que estos tratamientos conducen a una mayor
produccién de metabolitos neurotoxicos de la KP, tales como el &cido quinolinico (QA) y el

acido xanturénico (XA).>**

Inicialmente, se creia que los sintomas depresivos se daban por el agotamiento de la
serotonina en el cerebro, sin embargo, estos estudios nos sugieren que un desequilibrio entre
los metabolitos neurotoxicos y neuroprotectores de la via de las quinureninas puede ser el

motor principal de la depresion.®®
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Conclusiones

o Se disefiaron los oligonucle6tidos especificos para siete enzimas participantes en las dos
vias metabolicas mayores del triptéfano, seis para la via de las quinureninas y una para
la via de la serotonina; considerando que tengan una longitud de 18 a 25 pb, una
temperatura de hibridacion (Tm) entre 57 a 63 °C, un GC% de 41 a 62 y que no formen
horquillas, como se observa en la Tabla 2 y 3.

o Se analiz6 la eficiencia de los oligonucle6tidos disefiados, a través de gPCR (Figura 8,
9 y 10), donde se consideraron aquellos que mostraban un Gnico pico en la curva de
disociacién y que presentaran valores de eficiencia entre 90 y 120%, por lo que
finalmente de las siete enzimas nos quedamos sdlo con tres; de las cuales se realizd
posteriormente una electroforesis para comprobar su especificidad, obteniendo como
resultado amplicones de aproximadamente 150 pb (Figura 11).

o Seextrajo el ARN a partir del raspaje de mucosa del duodeno de los diferentes fondos
genéticos murinos y se realizaron sus respectivos dosajes para observar la concentracion
y pureza (contaminacién por proteinas o sales) que presentaban; como resultado, en
ambos protocolos, se obtuvieron valores superiores al minimo indicador de
contaminacién, como podemos observar en las Tablas 6, 7 y 8.

o Se realizo el tratamiento de DNAsa a los ARN extraidos y posteriormente la retro-
transcripcion. EI ADNc obtenido se guardo a -20°C hasta su utilizacion, para evitar su
degradacion.

o Se observo que la expresion del ARNm del gen Idol es mayor en la dieta a base de
cereales en comparacion a la dieta rica en grasas, para ambos protocolos (Figura 18 y
19).

o En cuanto al gen Kynu, se mostro en el primer protocolo una mayor expresion en la
dieta a base de cereales; caso contrario al segundo protocolo, donde la expresién mayor,
aungue con muy poca diferencia, se da en el régimen rico en grasas (Figura 18 y 19).

o Para nuestro Ultimo gen, Tphl, la expresion resultante en el primer protocolo, difiere
entre ambas muestras utilizadas, ADNc obtenido en mayo 2010 y uno actual, para el

primer caso se observO una mayor expresion en la dieta basada en cereales,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

contrariamente al segundo, donde la mayor expresion se da en la dieta rica en grasas.
Para el segundo protocolo, al igual que en el caso de Kynu, se vio una mayor expresion,
con una minima diferencia, en el régimen rico en grasas (Figura 18 y 19).

o Finalmente, se demostré que la dieta puede influenciar en la expresién de enzimas de
las vias metabdlicas del triptéfano, pero a la vez, se ha demostrado que existen ciertas
limitaciones en el uso de modelos murinos para el estudio de éstas vias metabolicas. En
nuestro estudio, gracias al andlisis estadistico por medio de la prueba T-student, se
observo una diferencia no significativa en la expresién de las tres enzimas analizadas;
sin embargo, existe una tendencia a disminuir la expresion en la via de las quinureninas
y a aumentar, en la via de la serotonina en los protocolos alimentados con la dieta rica

en grasas.
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Anexos

Protocolo 43: ratones hembras (fondo genético SV129), Rev-erba CD/HDF

Sacrificio: 26 de mayo del 2010

ID Grupo
771 Ra WT CD
47 Ra WT CD
786 Ro WT CD
46 Ra WT CD
45 Ra WT CD
51 Ro WT HFD
751 Roa WT HFD
782 Ra WT HFD
745 Ra WT HFD
756 Ra WT HFD
48 Ro WT HFD
761 Ra WT HFD
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Protocolo 86: ratones machos (fondo genético C57B16/J), CD/HDF

Sacrificio: 8 de enero del 2015

ID Grupo
111 CD
104 CD
106 CD
103 CD
105 CD
107 CD
110 CD
113 CD
129 HFD
128 HFD
123 HFD
125 HFD
124 HFD
126 HFD
130 HFD
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Tabla 9. Anélisis de datos numéricos de la expresion del gen Idol, utilizando la Ciclofilina como gen

de referencia en el protocolo 43 (RT mayo 2010)

. media .
N° Ct media Ct media . .
Pozo | Gen raton | 1dol Ct sd Ct Ciclo C(i:glo dcCt control ddCt | potencia | media| sd
Al Idol 771 32.29 26.22
32.35 0.08 25.97 | 6.38 0.84 | 0.5583
A2 Idol 771 3241 25.71
Bl Idol 47 32.87 26.59
33.12 0.35 26.55 | 6.56 1.02 | 0.4928
B2 Idol 47 33.36 26.51
= Cl | 1do1 [ 786 | 31.69 25.78
% 31.57 0.18 25.74 | 5.83 5.54 0.28 | 0.8230 |0.6247]0.1749
5] Cc2 Idol 786 31.44 25.7
D1 Idol 46 36.39 31.18
36.39 | #iDIV/0! 3156 | 4.84 -0.71 | 1.6347
D2 Idol 46 No Ct 31.93
El Idol 45 36.1 31.83
37.62 2.14 31.99 | 4.11 -1.43 | 2.7019
E2 Idol 45 3913 32.15
F1 Idol 51 3749 29.44
36.54 1.35 29.45 | 6.14 0.59 | 0.6639
F2 Idol 51 35.58 29.45
B3 Idol 751 38.52 32.31
38.52 | #iDIV/0! 32.31 | 6.21 0.67 | 0.6303
B4 Idol 751 No Ct No Ct
C3 Idol 782 29.79 22.53
29.77 0.04 22.50 | 7.27 1.72 | 0.3033
C4 Idol 782 29.74 22.47
o D3 Idol 745 34.29 27.3
L 34.27 0.04 27.33 | 6.935 1.39 | 0.3813 |0.59110.2157
I D4 Idol 745 34.24 27.36
E3 Idol 756 32.53 26.22
32.49 0.06 26.16 | 6.33 0.79 | 0.5799
E4 Idol 756 32.44 26.09
F3 Idol 48 31.8 26.08
31.89 0.13 25.95 | 5.95 0.40 | 0.7573
F4 Idol 48 31.98 25.81
G3 Idol 761 35.54 29.29
35.48 0.09 29.72 | 5.76 0.22 | 0.8609
G4 Idol 761 35.41 30.14
H3 Idol A 39.09 35.83 | 35.83
39.09 | #iDIV/0!
H4 Idol A No Ct 34.09 | 34.09
§ A5 Idol E 37.52 No Ct | No Ct
= 37.84 0.45
o Ab Idol E 38.15 32.88 | 32.88
B5 Idol Q 39.29 34.7 34.7
39.29 | #iDIV/0!
B6 Idol Q No Ct No Ct | No Ct
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Tabla 10. Andlisis de datos numéricos de la expresion del gen Idol, utilizando la media de la Actina y

la Ciclofilina como gen de referencia en el protocolo 43 (RT actual)

N° Ct media Ct Ct | media Ct media . .
Pozo | Gen raton | Idol Ct sd Ct Actina | Ciclo | Ciclo/Act dct control ddCt | potencia | media |~ sd
Al .
Idol | 771 | 27.29 27.04| 0.35 26.73| 24.3 25.47 | 1.58 0.89 | 0.5398
A2 |[|dol | 771 | 26.79 26.83 | 24
B1 .
B2 | 1dol | 47 |[29.45 29.41| 27
= | C1 27.99
e Idol | 786 27.86 [ 0.19 275 | 251 26.33 | 1.53 | 069 | 0.84 | 05579 [1.3627]1.2983
S| C2 [Idol| 786 | 27.72 2757 25.2
D1 :
ldol | 46 | 2827 2831 0.05 29.72 | 27.1 28.27 | 0.04 -0.65 | 1.5697
D2 |1dol | 46 | 28.34 28.52 | 27.8
El | 1dol| 45 | 3092 32.97 1 30.9
30.73 | 0.27 31.68 |-1.14 -1.83 | 3.5504
E2 |Ido1| 45 |30.54 31.29] 31.6
F1 [ 1dol | 551l 368 30.66 | 0.22 iy 29.44 | 1.07 0.38 | 0.7687
F2 [1do1| 51 | 30.81 29.92 | 28.8
26.68
B3 | ldol | 751 2660 | 012 [ 2078|2471 5570 | 069 0.21 | 0.8663
B4 | 1dol | 751 | 26.51 26.93 | 24.4
C3 | ldol | 782 ) 26.98 26.86 | 0.17 2388 | %37 24.89 | 198 1.29 | 0.4091
C4 | 1dol | 782 | 26.74 26.67 | 23.5
m D3 | dol | 745 129.41 30.06 | 0.91 Zdeds'| 32 29.65 | 0.40 -0.28 | 1.2167 |0.7556 | 0.3129
T | D4 | Idol | 745 | 30+ No Ct| 27.6
E3 | Ido1 | 756 | 29.02 o AR 28.05 | 26.2 2716 | 1.96 128 | 0.4127
E4 | 1dol | 756 | 29.22 28.59 | 25.8
F3 | Idol | 48 | 28.85 29.03 | 0.25 Al 27.52 | 151 0.83 | 0.5637
F4 [1dol | 48 |29.21 28.6 | 26.3
G3 | Idol | 761 | 3065 29.46 | 28.1
29.90 | 1.07 28.53 | 0.61 -0.07 | 1.0519
G4 | 1do1 | 761 |[29.14 29.47 | 27.1
H3 |1do1| A |30.86 38.04 | 32.1
31.38| 0.73 No | 34.88
L™ lidor | A 3189 37.26| ct
o
S AS [ldol | E |31.35 ass| oo | 2878|311 567
@ | A6 |Idol| E |31.57 358 | 31
B5 30.66
LEL | © 30.73 | 0.09 37.22| 315 34.235
B6 |[ldo1| Q |30.79 36.27 | 31.9
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Tabla 11. Analisis de datos numéricos de la expresion del gen Idol, utilizando la Ciclofilina como gen

de referencia en el protocolo 86.

. media .
N° Ct media Ct media . .
Pozo | Gen raton | 1dol Ct sd Ct Ciclo C(iZCtIo dct control ddCt | potencia | media | sd
Bl | Idol | 111
B2 547 038 | 3% | 3380 | 168 -0.96 | 1.9428
B2 | Idol | 111 | 3574 34.06
D1 | Idol | 104
33471 3330 024 | 2885 | 2869 | 461 1.98 | 0.2532
D2 | Idol | 104 | 3313 28.52
E1l | 1dol | 106
3343 1 3396 074 | 3078 | 3105 | 201 0.28 | 0.8254
E2 | Idol | 106 | 34.48 31.31
F1 | 1do1 | 103
3362 | 3376 020 | 3% | 3056 | 3.20 0.57 | 0.6751
= F2 ldol 103 33.9 30.61
) ot ot | 108 2.63 1.2380 | 0.8574
0
© 339 | 333 043 | %09 | 3073 | 258 -0.06 | 1.0411
G2 | Idol | 105 | 3321 30.76
A3 | Idol | 107
3188 | 4147 001 | 2% | 2047 | 21 0.23 | 11713
A4 | Idol | 107 | 3186 29.58
c5 | 1dol | 110
31871 3164 033 | 3%%% | 3050 | 1.05 -1.58 | 2.9962
C6 | Idol | 110 | 31.41 30.66
E5 | Idol | 113
3351 | 33455 | 008 | 3% | 3082 | 264 0.00 | 0.9987
E6 | Idol | 113 | 334 31.07
B3 | Idol | 129
3576 | 35 016 | 3178 | 3165 | 423 1.59 | 0.3317
B4 | Idol | 129 | 3599 31.52
D3 | Ido1
v/ YR 006 | 33 | 3163 | 208 0.56 | 1.4724
D4 | Idol | 128 | 33.75 31.89
G3 | 1do1 | 123
3332 | 33515 | 028 | %09 | 3020 | 332 0.68 | 0.6234
G4 | Idol | 123 | 3371 30.33
H3 | I1dol | 125
& 3148 | 3153 006 | 2% | 2913 | 240 -0.24 | 1.1795 |1.0997 | 0.4745
T | H4 | Idol | 125 | 3157 29.23
A5 | Idol | 124
3343 | 33485 | 0.8 304 1 3157 | 192 0.72 | 1.6450
A6 Idol 124 | 3354 32.74
B5 | Idol | 126
34171 3497 014 | 318 | 3012 | 215 -0.48 | 1.3978
B6 [ Idol | 126 | 34.37 32.31
G5 | 1dol | 130
B2 | s6m 112 | %28 | 3066 | 257 -0.07 | 1.0484
G6 ldol 130 268 32.63
A7 | Ido1
E | NoCtl s55r |wpivior| 3820 | 37.44
A8 | Idol E 36.52 36.58
& | B7 | Idol
g A 3931 | 494 #DIV/O! 378 | 3778
m | B8 | ldol | A | Noct 37.75
c7 | 1dot
Q | NoCt #DIV/0! | #DIV/0! 3875 | 3705
C8 |[Idol [ o | NocCt 35.34
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Tabla 12. Anélisis de datos numéricos de la expresion del gen Kynu, utilizando la Ciclofilina como gen

de referencia en el protocolo 43 (RT mayo 2010).

. media .
N° Ct media Ct media . .
Pozo | Gen raton | Kynu Ct sd Ct Ciclo C(i:glo dct control ddCt | potencia | media sd
AT Kynu |77 | 3188 1 g ae Tupivior| 2% | 25.97 | 5.92 1136 | 2.5624
A8 | Kynu| 771 | Noct 25.71
B7 | Kynu {47 NoCt | o) a0 1upivior| 2699 | 2655 | 7.83 056 | 0.6795
B8 | Kynu| 47 | 3438 26.51
=
o C7 | Kynu | 786 | 3454 1 opac | 027 | 278 | 2574 | 861 | 727 | 134 | 03957 | 1.2723 | 0.9689
5| c8 | kynu| 786 | 34.16 25.7
D7 | Kynu {461 NoCt | 5509 [sipivior| 3418 | 3156 | 674 0.54 | 14515
D8 | Kynu| 46 | 3829 31.93
BT | Kynu |45 1 3333 | 53765 | 062 | 318 | 3100 | 1.34 593 | 61.0746
E8 | kynu| 45 | 342 32.15
P Kynu o 51| 3337 | ga76 | 055 | 22% | 2045 | 432 296 | 7.7678
F8 | kynu| 51 | 3415 29.45
B | Kynu | 751 4 No €t o | #ipivior | 323 | 3231 @E): #DIV/0! | #DIV/O!
B10 | kynu | 751 | Noct No Ct '
CO | Kynu | 782 12918 | 5900 | 023 | %%%% | 2250 | 652 075 | 1.6847
c10 | kynu | 782 | 28.86 22.47
Q| D9 | Kynu) 745 113583 | op 05 | 195 | 273 | 2733 | 544 183 | 35615 | 4.0391 | 2.5042
T | b1 | kynu | 745 | 3277 27.36
B9 | Kynu 796 [ 3949 | o0 e | 420 | 262 | 2616 | 7.27 001 | 1.0052
E10 | Kynu | 756 | 3342 26.09
FO | Kynu | 48 f 3122 | apa5 | 5g5 | 2608 | o595 | 528 2.00 | 3.9931
F10 | kynu | 48 | 295 25.81
GO | Kynu| 761 13829 | o0 | 270 | 292 | 2072 | 464 264 | 62225
G10 | kynu | 761 | 34.35 30.14
Ho | Kynu | A 3008 | oo | o4 | 3583 | 5p
H10 | kynu | A | 39.60 34.09
(72}
o
g | AL | Kut B 3983 1 5963 [#Divior| NOCt| 3288
z | AL |kyu| E | Noct 32.88
BIL | Kynu f = Q F NoCt 1 o vor | wipivior | 347 | 3470
B12 | Kynu Q No Ct No Ct
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Tabla 13. Andlisis de datos numéricos de la expresion del gen Kynu, utilizando la media de la Actina 'y

la Ciclofilina como gen de referencia en el protocolo 43 (RT actual)

N° Ct media Ct Ct | mediaCt media . .
Pozo | Gen raton | Kynu Ct sd Ct Actina | Ciclo | Ciclo/Act dct control ddCt | potencia | media sd
A7
Kynu | 771 132751 53015 | 066 | 2272 | 243 | 2547 | 720 154 | 0.3433
A8 | Kynu | 771 |[33.68 26.83 | 24
B7
Kynu | 47 13552 | a18g | 001 | 2220 | B2 5706 | 627 0.52 | 0.6950
B8 | Kynu| 47 |34.23 2941 | 27
= c7
e Kynu | 786 134841 536 | 139 | 270 | 21| 2633 |624| 574 |050| 07071 | 1.6040 | 1.9845
O | C8 | Ky | 786 [3257 2757 | 25.2
D7 3471
Kynu | 46 | 3406 | 064 | 2% | 27| 2827 | 553 021 1.1587
D8 | Kynu | 46 | 33.8 2852 | 27.8
E7 3713
Kynu | 45 ' 361 | 146 | 329 | 309 3168 | 339 236 | 5.1159
E8 | Kkynu| 45 |[35.07 31.29 | 316
F7 2607
Kynu | 48 2 3519 | 153 [ 3902 | 2 | 29414 | 467 -1.08| 21104
F8 | Kynu| 51 | 341 29.92 | 28.8
B9 2466
Kynu | 751 | 34861 5368 | 130 | 2078 | 247 | 2570 | 7.00 1.26 | 0.4190
B10 | kynu [ 751 | 32.7 26.93 | 24.4
c9
Kynu | 782 1 384 | 55 415 | 130 | 2208 | 237 o480 | 655 080 | 05734
C10 [ Kynu | 782 |31.43 26.67 | 235
D9
g Kynu | 745 133381 5/ 07 | 0o7 | %% | 3 | 2065 |373 2.02| 40818 | 1.4067 | 1.2947
T | D10 | kynu | 745 |3475 NoCt | 27.6
E9
Kynu | 756 13333 | 55705 | 064 | 22 | 62| 2716 | 617 0.43 | 0.7423
E10 [ Kynu | 756 | 3424 28.59 | 25.8
F9 3422
Kynu | 48 22| 3358 | 001 | 820 | 69| 275 | 542 032 1.2483
FI0 | Kynu | 48 |32.94 28.6 | 26.3
G9
Kynu | 761 34531 o) 76 | 033 | 2240 | 21| 2853 | 623 0.49 | 07120
G10 | Kynu | 761 |34.99 29.47 | 271
HO 1 kynu | A [NoCt| sppvy |#piv| 3804 | 321
1o o o No | 34.88
) Kynu | A [Noct 37.26 | ct
% AL | kynu | E [NoCt|#DIV/ |#DIV| 3878 | 331 | o,
3 | | .
o | A2 [kynu| E |Noct| O | M | 358 | a1
BIl | Kynu| Q [NoCt|#DIv/ |#DIv| 37.22 | 315 24935
1 1 )
B2 [kynu| Q@ |Noct 0' 08| 3627 | 319
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Tabla 14. Anélisis de datos numéricos de la expresion del gen Kynu, utilizando la Ciclofilina como gen

de referencia en el protocolo 86.

N° Ct media Ct media media . .
Pozo | Gen raton | Kynu Ct sd Ct Ciclo C(i:(:ﬁo dct control ddCt | potencia | media | sd
Bl |K
ynu| 1117} 36.82 36.87 0.07 33.53 33.80| 3.08 -1.95 | 3.8520
B2 |Kynu| 111 | 36.92 34.06
D1 |K
ynu| 104 3529 35.50 0.29 28.85 28.69| 6.81 1.79 | 0.2893
D2 (Kynu| 104 | 35.7 28.52
El [Kynu| 106
ynu 3548 36.56 1.52 30.78 31.05| 444 -0.59 | 1.5007
E2 |Kynu| 106 | 37.63 31.31
F1 [K
ynu| 103 | 3693 36.15 1.11 3051 30.56 | 4.80 -0.22 | 1.1652
= F2 |Kynu| 103 | 35.36 30.61
2 [61 [Kynu| 105 | 2581 30.69 7 R
© y ' 35.585 | 0.32 7 130.73| 4.86 -0.16 | 1.1178
G2 |Kynu| 105 | 35.36 30.76
A3 (K 107
ynu 352 | 31005 | 028 2922 29.47 | 5.25 0.22 | 0.8560
A4 |Kynu| 107 | 34.71 29.58
C5 (Kynu| 110 | 35.79 AN, 30.52 3059 | 5.20 018 | 08831
C6 |Kynu| 110 | 3664 30.66
E5 |Kynu| 113
y i 37.325 | 1.08 el 30.82| 5.74 0.72 | 0.6074
E6 |Kynu| 113 | 35.09 31.07
B3 |Kynu) 129 437.83 | 0 | ogs | 3178|3165 504 0.02 | 0.9867
B4 [Kynu| 129 | 36.69 31.52
D3 | Kynu| 128 | 37.6 37.45 0.22 RLs7 31.63] 5.82 0.79 | 0.5766
D4 |Kynu| 128 | 37.29 31.89
G3 |Kynu] 12371 36.93 36.63 0.42 et 30.20 | 6.43 141 | 0.3765
G4 |Kynu| 123 | 36.33 30.33
m H3 | Kynu| 125 1 34.66 34.72 0.08 B0 29.13| 5.59 0.57 | 0.6739 | 1.4032 |1.2085
T | H4 [Kynu| 125 | 34.78 29.23
AS (Kynu| 1241 364 | oo | o76 | 304 | 3157] a6 -1.26 | 2.3960
A6 [Kynu| 124 | 35.33 32.74
BS |Kynu| 126 4 sgs2 | oo |00 [3L9315515] 4 016 | 1.1178
B6 (Kynu| 126 | 36.98 32.31
G5 |K 130
ynu 35.79 35.97 0.25 S 32.66| 3.14 -1.89 | 3.6951
G6 |Kynu| 130 | 3645 32.63
AT |Kynui E |NoCt #iDIV/0! | #DIV/O! 2 37.44
A8 |Kynu| E |NoCt 36.58
¢ | BYRynul A INOCHL oo sovion | 378 3778
£ | B8 |[Kynu| A |[Noct 37.75
C7 |Kynu| Q| NoCt #{DIV/0! | #DIV/O! Sl 37.05
C8 |Kynu[ Q [NoCt 35.34
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Tabla 15. Anélisis de datos numéricos de la expresion del gen Tphl, utilizando la Ciclofilina como gen

de referencia en el protocolo 43 (RT mayo 2010).

. media .
N° Ct media Ct media . .
Pozo | Gen raton | Tphi Ct sd Ct Ciclo C(i:glo dct control ddCt | potencia | media| sd
AT | Tphl | 771 | 3184 | 51 o7e | 023 | 282 | 2597 | 571 030 | 1.2311
A8 | Tpht | 771 | 3151 25.71
B7 | Tphl | 47 13253 | w65 | 017 | 299 | 2655 | 6.0 009 | 0.9395
B8 | Tphi | 47 | 3277 26.51
=
o C7 | Tphl | 786 | 3211 | 5106 | 021 | 227 | 2574 | 622 | 601 | 021 | 08645 |2.7501|3.7843
5| cs8 | Tpna| 786 | 3181 25.7
D7 | Tphl {46 1 373 | 75 |upivior| 3518 | 3156 | 575 027 | 1.2016
D8 | Tph1| 46 | Noct 31.93
B7 | Tehl | 45 3478 1 5025 | o004 | 318 | 3100 | 276 325 | 95137
Es | Tphi| 45 | 347 32.15
F7 | Tehl | 51 | 8438 | oo | 024 | 2% | 2045 | 511 2091 | 1.8725
F8 | Tph1| 51 | 3472 29.45
B9 | Tphi 751 | NoCt |0 nvsjor | #iDivior| 3231 | 32,31 [#Divion #DIV/O! | #DIV/O!
B10 | Tph1 | 751 | Noct No Ct
Co | Tphl | 782 4 2872 | o9 o5 | 043 | 2298 | 2050 | 653 051 | 0.6998
c1o | Tph1 | 782 | 29.33 22.47
Q | D9 [ Tphl | 7451 3149 | 4108 | 060 | 273 | 2733 | 465 136 | 25669 |2.2134|1.2436
T | p1o | Tph1 | 745 | 3247 2
B9 | Tphi | 756 | 81.23 | 51156 | 13 | 222 | 2616 | 4.08 21,03 | 2.0420
E10 | Tpht | 756 | 31.04 26.09
FO | Tphl | 48 ) 8102 | 5109 | 027 | 2698 [ 2505 | 527 2075 | 1.6760
F10 | Tph1 | 48 | 314 25.81
GO | Tphl | 761 | 3346 | 5 | 017 | 22| 2072 | 387 215 | 4.4229
G10 | Tph1 | 761 | 337 30.14
HO | Tphl | A1 NoCt o101 | #pivior | 3283 | 34.06
H10 | Tph1 | A | Noct 34.0
(72}
o
g | AL [ Tphl ] B NOCE funvior| #ipivior | NOCU | 32.88
z | A2 [Tpht| E | Noct 32.88
BIL [ Tehl | Q f NoCt | iy /ior|spivior| 247 | 3470
B2 | Tph1| o | noct No Ct
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Tabla 16. Analisis de datos numéricos de la expresion del gen Tphl, utilizando la media de la Actina y

la Ciclofilina como gen de referencia en el protocolo 43 (RT actual).

N° Ct media Ct Ct media Ct media . .
Pozo | Gen raton | Tphl Ct sd Ct Actina | Ciclo | Ciclo/Act dct control ddCt | potencia | media sd
A7 | Tph1
PREL 7T 1 287 | ogep | 011 | 2873|243 547 | 316 0.84 | 0.5592
A8 | Tphl | 771 |28.54 26.83 | 24
B7 | Tphi
P47 130271 5016 | 016 | 2% [ 22 o706 | 210 012 | 1.0898
B8 [ Tphl | 47 |30.04 29.41 | 27
= c7 | Tph1
5 PRE| 786 129290 ooug | 027 | 275 | 21| 2633 | 315 | 232 | 084 | 05602 | 1.1427 |0.6532
o | C8 | Tphl | 786 |29.67 2757 | 25.2
D7 | Tphl
p 46 (3027 | o004 ool | 272271 o0 | 1gs 2046 | 13770
D8 [ Tphl [ 46 |[29.98 28.52 | 27.8
E7 | Tphi
45 | 328 | o0 o016 | 3297 [309 | e | 1as 109 | 21273
E8 [Tphl | 45 |33.02 31.29 | 31.6
F7 | Tphi
PR 5L (3197 5188 | 013 [ 3092 2 | 044 |om 0.12 | 09180
F8 | Tphl | 51 [31.78 29.92 | 28.8
B9 | Tphi
p 751 | 2835 Lo 013 e RN 024 | 08462
B10 | Tphl [ 751 |28.17 26.93 | 24.4
co | Tphl
PRL] 782 | 2182 | o0 zas | 005 | 298| 7| 489 | 290 0.58 | 0.6673
C10 | Tphl | 782 |[27.75 26.67 | 23.5
D9 | Tphl
m P 745 29951 4549 007 | 2% | * 29.65 | 0.35 -1.97 | 3.9150 | 1.3022 | 1.1560
T | D10 | Tphl | 745 |30.05 NoCt | 27.6
E9 | Tphi
PRE] 796 | 2983 | 59605 | 004 |95 262] o716 |25 0.13 | 0.9132
E10 | Tphl | 756 | 29.58 28.59 | 25.8
F9 | Tphi
P 48 1 30 1 o9085 | 002 |89 15 | 247 0.15 | 0.9006
F10 | Tphl | 48 |29.97 28.6 | 26.3
G9 | Tph1
oL 32 gher | ooar |2 28] 2853 | 238 0.07 | 09553
G10 | Tphl | 761 |30.62 29.47 | 27.1
HO | Tphl [ A [Noct 38.04 | 321
#DIV/0! | #DIV/O! No 34.88
) HI10 | Tohl | o |noct 37.26 | Ct
8 | A11 | Tphl
5 2 B [NoCtlmivior [#iDivior | 3878 | 331 | 3467
o | A12 | Tphl | E |Noct 35.8 | 31
B11 | Tphl
Q [NoCti o0 0g #DIV/O! 31.22 | 3151 5 25
B12 [ Tphl | o |37.03 36.27 | 31.9
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Tabla 17. Anélisis de datos numéricos de la expresion del gen Tphl, utilizando la Ciclofilina como gen
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. media :
N° Ct media Ct media . .
Pozo | Gen raton | Tphi Ct sd Ct Ciclo C(iZCtIO dct control ddCt | potencia | media| sd
BL | Tphi | 111
P 0411 29065 | 063 | 333 | 3380 | 383 -2.15 | 44518
B2 [ Tphl [ 111 | 2952 34.06
D1 | Tphi | 104
P 298 | 2962 | 025 | 288 | 2869 | 0.3 261 | 0.1637
D2 | Tphi | 104 | 2944 28.52
E1 | Tphl | 106
2993 | 3046 | o074 | 3078|3105 | 12 0.56 | 0.6780
E2 | Tphi | 106 | 3998 31.31
FL | Tph1 | 103
2 | o Tphl o 295 | 9966 | 022 | 3% | 3086 | 091 0.77 | 05862
P : .
Q ol 7ot | 108 251 30.61 -1.68 1.5627 | 1.5037
o P 2188 | 2700 | 006 |30 | 3073 | -281 -1.13 | 2.1876
G2 | Tphl | 105 | 27.96 30.76
A3 | Tph1 | 107
2194 1 2896 | 045 | 2% [ 2047 | 121 047 | 0.7217
A4 | Tphl | 107 | 2858 29.58
c5 | Tphi | 110
P 212 | 9734 | o020 | 3092 | 3050 | 325 157 | 2.9781
C6 | Tphl [ 110 | 2748 30.66
E5 | Tphi | 113
2964 | 2959 | 007 | 3% | 3082 | -1.23 045 | 0.7343
E6 | Tphl | 113 | 2954 31.07
B3 | Tphi | 129
P 3052 | 3052 | o001 | 3178 | 3165 | 114 054 | 0.6875
B4 [ Tphl | 129 | 30951 31.52
D3 | Tphi
p WA | B eis Lo | 013 | 10938
D4 | Tphl [ 128 | 30.11 31.89
G3 | Tph1 | 123
P 2828 | 2845 | 024 | 3007 | 3020 | 75 -0.07 | 1.0529
G4 | Tphl | 123 | 2862 30.33
H3 | Tphl | 125
m P 26321 2619 | o019 | %98 | 2013 | -205 127 | 2.4106 |2.0658 |1.4515
T H4 | Tphl [ 125 | 26.05 29.23
A5 | Tphi | 124
P 21.68 L ASHISENY - 0 i-rgr-lor s o TSI 00 -2.31 | 49739
A6 | Tphl | 124 | 2748 32.74
B5 | Tphi | 126
P 2926 | 29165 | 043 | 31 {3212 | 296 -1.28 | 2.4273
B6 | Tphl [ 126 | 2907 32.31
G5 | Tphi | 130
3038 | 3010 | oss | 2% | 3066 | -254 -0.86 | 1.8143
G6 | Tphl | 130 | 2971 32.63
A7 | Tphi
0 B NoCtlunivior | #ipivior | 3829 | 37.44
A8 | Tphi E No Ct 36.58
8 | B7 | Tph1
g 2 A NoCt oo | #ipivior| 378 | 3778
o B8 | Tphi A No Ct 37.75
c7 | Tphi
Q [ NoCtl oo [#ipivior| 387 | 37.08
C8 | Tphl | o | Noct 35.34




