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RESUMEN

La inflamacién es una respuesta protectora del organismo, cuya funcion es proteger al
organismo de la causa inicial del dafio y de las consecuencias de los mismos; este proceso
esta en relacion estrecha con la reparacion del tejido, que en caso de ser una reparacion por
fibrosis, puede conducir a cicatrizacion que limita la funcién o movilidad de los 6rganos
afectados. En este sentido, La amiba Entamoeba histolytica produce el Factor Inhibidor de
la Locomocion de Monocitos (FILM) que ejerce su accion en forma dosis-dependiente y
posee diversos efectos anti-inflamatorios comprobados tanto in vitro como in vivo; esta
multiplicidad de efectos a diversos niveles del fendmeno inflamatorio sugiere que su accion
bioldgica es diversa. Anteriormente se realizaron estudios en células polimorfonucleares y
mononucleares, que intervienen en el proceso inflamatorio en etapas tempranas, por lo que
este trabajo representa el efecto del FILM en una estirpe celular (fibroblastos humanos de la
linea celular MRC-5) que participan en etapas tardias en el proceso inflamatorio,
analizando el efecto del factor sobre los cambios en la expresion de genes relacionados con
la inflamacién y la cicatrizacion utilizando la técnica de PCR Tiempo Real. Los resultados
obtenidos del efecto del FILM sobre la expresion de genes en fibroblastos, sugieren que el
factor favorece procesos de angiogénesis y vasculogénesis; promueve diferenciacion,
proliferacion y remodelacion celular; inhibe la neurogénesis y la sinaptogénesis para una
posterior y correcta regeneracion y reestructuracion de éstas; inhibe la apoptosis; inhibe la
adhesion de leucocitos circulantes hacia el endotelio vascular y tejido; inhibe el arribo de
celulas dendriticas; inhibe la proliferacion de células dendriticas y células NK; y regula la
permeabilidad vascular. Por lo que se sugiere que el FILM promueve la modificacion de
genes que intervienen en la respuesta inflamatoria y de cicatrizacion facilitando un retorno
a la normalidad estructural y funcional de él o los 6rganos afectados. Asi mismo los genes
alterados presentados en el estudio sugieren el posible comportamiento que estos tendrian
en el organismo durante un proceso inflamatorio en donde estos participarian. Finalmente,
el conocer de forma mas amplia el comportamiento del FILM puede ir sentando las bases
de una investigacion y asi mismo dirigir su aplicacion a diferentes patologias en donde la
inflamacién es un proceso comin y el FILM podria atacar dianas importantes
convirtiéndolo en blanco potencial para una terapia anti-inflamatoria.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades caracterizadas por inflamacién grave son causa importante de mortalidad
y morbilidad en los humanos. Comunmente, la respuesta inflamatoria forma parte de los
mecanismos normales de vigilancia y defensa empleados por el hospedero para destruir y
eliminar sustancias extrafias procedentes, en su mayoria, de microorganismos. Sin embargo,
las respuestas inflamatorias pueden tornarse excesivas o persistentes debido a la
acumulacién de células activadas y sus productos de secrecion (1).

Las celulas que desencadenan la respuesta inflamatoria, en las primeras 48h, son los
neutrdfilos, que son sustituidos por los macréfagos que permanecen entre el quinto y
séptimo dia, posteriormente arriban los fibroblastos para originar la cicatrizacion de la
herida.

Los macrofagos son uno de los principales tipos celulares involucrados en la inflamacién;
su capacidad de reconocer, fagocitar y destruir patégenos los hace parte esencial de la
denominada inmunidad innata. Esta es la primera linea de defensa del organismo contra
invasores y su principal funcion es controlar la infeccion. A pesar de ser esenciales en la
iniciacion de la respuesta inmune, la funcion de los macréfagos puede resultar tan benéfica
como perjudicial para el organismo. Después de su activacion, los macrofagos secretan una
variedad amplia de productos bioldgicamente activos que son mediadores de destruccion
tisular, proliferacion vascular y fibrosis; sin embargo, también puede causar dafio al tejido
cuando son activados inapropiadamente, donde la destruccion tisular es caracteristica de la
inflamacion cronica; como consecuencia, hay intentos de reparar el dafio con tejido
conectivo, produciendo fibrosis y cicatrizacién que limita la funcion o movilidad de los
organos afectados. La presencia y la proliferacion excesiva de estas células en los procesos
inflamatorios crénicos y, particularmente, su participacion en un diverso ndmero de
alteraciones como el sindrome inflamatorio sistémico, la meningitis, la fiebre reumatica y la
diabetes, entre otras, ha sido reportada ampliamente (1,2).

La amiba Entamoeba histolytica produce un factor capaz de inhibir la locomocién de los
fagocitos mononucleares humanos, y no la de los polimorfonucleares humanos; por esta
razon al factor se le dio el nombre de Factor Inhibidor de la Locomocién de Monocitos
(FILM) que ejerce su accion en forma dosis-dependiente sin lesionar a los leucocitos y
modifica los rasgos morfologicos asociados a la locomocion celular asi como los de
orientacion celular; favorece la produccion de citocinas antiinflamatorias entre otros
aspectos tanto in vitro como in vivo haciendo evidente la modulaciéon de la respuesta
inflamatoria.

Lo anterior abre la posibilidad de estudiar genes que, efectivamente, estén afectados por el
efecto de este factor, por lo que el objetivo del siguiente protocolo es estudiar el efecto del
FILM sobre la expresidn de genes en fibroblastos humanos de la linea MRC-5. Para llevar a
cabo el objetivo se cultivaron células de la linea MRC-5 de fibroblastos, realizando a partir
de ésta la extraccion de ARNt y una trascripcion inversa para la sintesis de ADN
complemetario (ADNCc); seguido de ello se estandarizaron las técnicas de PCR
convencional y PCR Tiempo Real para la amplificacion de los genes HEK7 ligando,
Angiopoyetina I, BMP-R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina, BNDF y beta Actina como
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gen constitutivo; para esto se disefiaron cebadores para la amplificacion respectiva de cada
gen y también se utilizaron curvas de temperatura para encontrar la 6ptima respectiva a los
anteriores mencionados; con esta temperatura obtenida se amplificé los genes en cuestion a
partir del ADNCc sintetizado a partir del ARN de la linea celular MRC-5 de fibroblastos
humanos por PCR Tiempo Real y su posterior andlisis de expresion con la finalidad de
conocer de forma mas amplia el comportamiento del FILM para ir sentando las bases de
una investigacion y asi mismo dirigir su aplicacion a diferentes patologias en donde la
inflamacion es un proceso comun y el FILM podria atacar dianas importantes
convirtiéndolo en blanco potencial para una terapia anti-inflamatoria.

La investigacion y el estudio continuo de los mecanismos normales y patolégicos que
generan y regulan las respuestas inflamatorias son cruciales en la prevencién, el control y la
curacion de enfermedades en humanos.



2. MARCO TEORICO
2.1 Inflamacion y cicatrizacion.

La curacién de una herida, independientemente del tipo de lesién y del tamafio de la
pérdida de tejido, ocurre en fases que se sobreponen en el tiempo y no pueden ser
excluyentes. Las lesiones demandan energia y sintesis proteica por las necesidades locales
de la misma, persé, la herida produce un estado de hipermetabolismo sistémico y
catabdlico. El proceso de curacion se divide en tres fases: 1) Fase inicial: hemostasis e
inflamacion, 2) Fase intermedia: proliferacion, migracion, epitelizacion y angiogénesis, 3)
Fase final: sintesis de coladgeno, contraccion y remodelacion (3,4).

2.1.1 Hemostasis.

Tras una herida lo primero que ocurre es la hemorragia, y la curacion de la misma se da por
hemostasia. En primer lugar se forma un coagulo de fibrina y plaquetas que cierran los
vasos dafiados. La formacion de la fibrina es la consecuencia de la activacién de la cascada
de coagulaciédn por sus dos vias, la intrinseca y la extrinseca.

Se establece una red formada por fibrina, vitronectina y fibronectina, procedentes del suero
y de las plaquetas, esta Gltima proteina facilita la unién de células y la migracion de éstas.
Su origen se encuentra en los fibroblastos y en las células endoteliales, ademas se producen
diferentes citocinas que tienen actividad sobre otras fases, como en el caso de la trombina,
que estimula la permeabilidad vascular que se observa tras la lesion y favorece la migracién
hacia el intersticio de células inflamatorias. El resultado es la formacién de fibrina que
estimulara la migracion celular y la angiogénesis (3,5).

2.1.2 Inflamacioén.

La inflamacion es una reaccion vascular y celular inespecifica fundamental en una
respuesta protectora del organismo, cuya funcion es proteger al organismo de la causa
inicial del dafio (microorganismos, toxinas, etc.) y de las consecuencias de los mismos
(células y tejido necrotico); este proceso estd en relacion estrecha con la reparacion del
tejido, que en caso de ser una reparacién por fibrosis, puede conducir a cicatrizacion que
limita la funcion o movilidad de los 6rganos afectados (6).

En la respuesta inflamatoria participan el plasma, las células circulantes (neutrofilos,
monocitos, eosinofilos, basoéfilos, linfocitos y plaquetas), las células del tejido conectivo
(cebadas, fibroblastos, macrdfagos y linfocitos), los vasos sanguineos y los componentes
extracelulares. La respuesta inflamatoria se divide en fase aguda y fase crénica. La fase
aguda es de duracion corta (minutos, horas o pocos dias) y sus caracteristicas principales
son: exudado, proteinas plasmaticas y migracion de leucocitos (predominantemente
neutrofilos).



Existen tres efectos principales en la fase aguda: 1) alteracion del calibre vascular que
conduce a un incremento en el flujo sanguineo, 2) cambios estructurales en la
microvasculatura que permiten a las proteinas plasmaticas y leucocitos salir de la
circulacion y 3) la migracion de los leucocitos a la zona de lesion, determinada por la union
de moléculas de adhesion y por mediadores quimicos (7,8).

Una vez extravasados, los leucocitos migran hacia el sitio de dafio; gracias a la quimiotaxis
los neutréfilos son los primeros leucocitos que encontramos en los tejidos lesionados,
producen citocinas pro-inflamatorias que activan a los fibroblastos y queratinocitos locales
y se comportan como unidades defensivas, después de fagocitar tejidos dafiados y bacterias,
mueren y son eliminados por los macrofagos (6).

La fagocitosis y la liberacion de enzimas por los neutrofilos y macréfagos/monocitos
(considerados como fagocitos profesionales) constituyen dos de los principales beneficios
derivados de la acumulacion de leucocitos al foco inflamatorio (9).

La fase cronica, por otro lado es de mayor duracién e histolégicamente se asocia con la
presencia de linfocitos, macréfagos, células plasmaticas, proliferacion de vasos sanguineos
y del tejido conectivo ademé&s de estar relacionada con la destruccion del tejido por las
células inflamatorias y el intento de reparacién por sustitucion de tejido conectivo
(angiogénesis y fibrosis).

Los monocitos son atraidos hacia el tejido dafiado mediante diferentes factores como
fibronectina, colagena, elastina, trombina y Factor de Crecimiento Transformante beta
(TGF-B), iniciando su migracion en la inflamacion aguda y a las 48h constituyen el tipo
celular predominante. Una vez en el espacio extravascular, se adhieren a la matriz
extracelular gracias a los receptores de integrinas, y por la expresion del Factor Estimulante
de Colonias-1 (CSF-1) se diferencian a macréfagos, incrementando su tamafio celular, sus
enzimas lisosomales, su metabolismo general, por lo que adquieren una mayor capacidad
para fagocitar bacterias residuos de tejido necrotico y destruir microorganismos ingeridos.
Las sefiales de activacién incluyen citocinas secretadas por linfocitos T sensibilizados por
ejemplo Interferon Gamma (IFN-y), endotoxinas bacterianas y otros mediadores quimicos.
Después de su activacion, los macrofagos secretan una variedad amplia de productos
biol6gicamente activos que son mediadores de destruccion tisular, proliferaciéon vascular y
fibrosis (10).

Los macréfagos son un componente central en la inflamacion crénica y constituyen una de
las principales fuentes de citocinas como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), el
Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF), la Interleucina 1 (IL-1), el factor
de crecimiento transformante alfa y beta (TGF-a/f) y el Factor de Crecimiento de
Fibroblastos (FGF) entre otras. Estas citocinas estan implicadas en la cicatrizacion y
favorecen la proliferacion de fibroblastos, la sintesis de colagena y la persistencia de los
macrofagos la cual se debe a estimulos quimiotacticos, incluyendo el C5a, quimiocinas
(producidas por macréfagos y linfocitos activos) y PDGF (11).



La importancia del macréfago radica en la produccion de sustancias biolégicamente
activas, y algunas son toxicas a las celulas (metabolitos del oxigeno) o a la matriz
extracelular (proteasas), la produccion de citocinas, de factores quimiotécticos, y otras que
causan proliferacion celular. Lo anterior hace al macrofago una célula eficiente en la
defensa del huésped; sin embargo, también puede causar dafio al tejido, cuando son
activados inapropiadamente, donde la destruccion tisular es caracteristica de la inflamacion
cronica. La destruccion tisular persistente dafia la estructura del estroma y a las células del
parénquima, como consecuencia, hay intentos de reparar el dafio con tejido conectivo,
produciendo fibrosis y cicatrizacion (5,6).

Las células que desencadenan la respuesta inflamatoria, en las primeras 48h, son los
neutrofilos, que son sustituidos por los macréfagos que permanecen entre el quinto y
séptimo dia, posteriormente arriban los fibroblastos para originar la cicatrizacion de la
herida.

2.1.3 Proliferacion y migracion.

Cuando la lesidn tiene 4 dias, los fibroblastos son las células fundamentales del proceso.
Estos se encuentran en el tejido sano perilesional y, atraidos por citocinas de la fase
temprana, migran hacia la herida. Los fibroblastos son fuente de otras moléculas que
reclutan més fibroblastos y células musculares lisas entre otras. Para conseguir la migracion
de las células hacia la herida, es necesario que se adhieran a la fibronectina, a la fibrina y a
la vitronectina. Las citocinas y los factores de crecimiento regulan la migraciéon de las
células encargadas de la reconstitucion de tejidos y vasos.

Entre las citocinas que regulan la funcion de los fibroblastos encontramos: Factor
Quimiotactico para los Fibroblastos (FQF), Factor de Crecimiento Insulinoide (IGF), TGF-
B, Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), péptidos de colagena y fibronectina (3,5,6).

2.1.4 Angiogénesis y epitelizacion.

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos y se inicia gracias a la liberacion del
factor angiogénico por parte de los macrofagos, hay formacion de cumulos de células
endoteliales que junto con células mesoteliales forman nuevos capilares generando una red
que madura mediante la agregacion de capilares que al unirse constituyen vasos de mayor
calibre.

La migracion de células endoteliales y la formacion de vasos se produce gracias a los
cambios que ocurren en la matriz y en las paredes de los vasos, facilitado todo ello por los
factores que secretan las propias células vasculares. Entre estos factores se encuentran el
Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 (FGF2) que es un potente estimulante angiogénico,
el Factor de Crecimiento de Fibroblastos &cido/basico (FGF a/b), y el Factor de
Crecimiento de Queratinocitos (KGF).

La epitelizacion adquiere un papel importante en la cicatrizacion. Al existir pérdida de la
epidermis, las células basales empiezan su diferenciacién y migracion formando una sola
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capa, una vez que ésta se forma, el resto de las células se divide, y de este modo cicatriza la
lesion. Los factores de crecimiento epidérmico liberados por los macréfagos y plaquetas
inician este proceso.

La epitelizacion provoca el engrosamiento y liberacion de la membrana basal, la elongacion
de las células, la migracion en monocapa, la proliferacion y la diferenciacion, procesos
controlados mediante citocinas del tipo: EGF, FGF, IGF, KGF, TGFa y TGF-f (2,3).

2.1.5 Sintesis de colagena y matriz extracelular.

Esta fase se caracteriza por la sintesis proteinas de matriz y colagena, en donde los
fibroblastos activados producen factores de crecimiento como el FGF y sintetizan colagena,
en forma de precolagena.

En la sintesis de la colagena participan: FGF, EGF, TGF- (estimulante potente de su
sintesis e inhibidor de la actividad de las proteasas), PDGF que influencia la expresion de
TGF-B y la sintesis de tejido de granulacion.

La matriz intersticial estd formada por los fibroblastos y otras células. Los proteoglicanos,

como el &cido hialurénico es el principal componente de la matriz que la hace mas rigida en
los estadios iniciales de la cicatrizacion y disminuye su concentracion con la maduracion de
la misma. La fibronectina tiene un papel fundamental en el proceso de cicatrizacién; es un
componente primario de la matriz provisional, mientras que la elastina marca la diferencia
entre la piel normal y la cicatrizada (4).

2.1.6 Contraccion y remodelacion.

La contraccion es el proceso de cierre por movimiento de los bordes de la lesion hacia el
centro. EI mecanismo es por generacion de fuerzas de elementos contractiles de los
fibroblastos. Con la contraccion se liberan coladgena y proteoglicanos, asegurando un nuevo
tejido en el lugar afectado. Las citocinas que participan son: TGF-B que facilita la
contraccion y la diferenciacion hacia miofibroblasto, el PDGF que estimula la contraccion
por un mecanismo TGF-3 dependiente, FGF que estimula la contraccion e IFN-y que inhibe
el proceso.

Después de 21 dias de cicatrizacion, la acumulacion de colagena es estable, hay accion de
las colagenasas para eliminar el exceso de colagena, y una regresion de capilares en la
superficie con disminucion de proteoglicanos.

Para conseguir el remodelado de la cicatriz entran en juego numerosas enzimas del grupo
de las metaloproteasas con actividad colagenolitica. Entre ellas encontramos:
Metalopeptidasa de Matriz (MMP1) o colagenasa intersticial, MMP2 o gelatinasa, MMP3 o
estromelisina y la hialuronidasa (3,4,6).



2.2 Amibiasis.

La amibiasis, es una de las enfermedades parasitarias que afecta predominantemente a
individuos de bajo nivel socioecondémico de paises en desarrollo. La infeccion causada por
Entamoeba histolytica (E. histolytica) se presenta en todo el mundo, principalmente en
Africa, América del Sur y la India (12-14).

Las principales manifestaciones clinicas de la infeccion amibiana son la colitis y el Absceso
Hepatico Amibiano (AHA). Los factores que permiten la aparicion y subsiguiente
resolucion de la amibiasis invasora son mdaltiples y probablemente se relacionen con el
balance entre los mecanismos patogenicos del parésito y los mecanismos de defensa del
huésped, tanto inmunolégicos como no inmunoldgicos (15).

La reaccion inflamatoria que acompafia a la amibiasis invasora por E. histolytica es atipica
en varios aspectos (16). A pesar de que en las fases tempranas se observa una inflamacién
aguda muy intensa, que contiene algunos eosindfilos, en los estadios avanzados, sobre todo
en el AHA, llama la atencién la escasez de reaccion inflamatoria tardia; ésta podria
contribuir a la igualmente inusitada regeneracioén hepatica que ocurre, sin traza de tejido
cicatricial, en los individuos que se recuperan gracias al tratamiento médico de AHA.

2.3 Amibiasis y el FILM.

En el AHA existe una escasez de elementos inflamatorios en los estadios avanzados. Para
explicar este fendmeno se han propuesto fundamentalmente dos hipotesis, que no resultan
necesariamente excluyentes: la “citolitica” y la “antimigratoria”. Segun la primera, la amiba
destruiria los leucocitos conforme éstos fueran arribando al tejido infectado. La hipétesis
“antimigratoria” propuesta por Pérez-Tamayo sugiere que E. histolytica podria producir y
liberar factores capaces de inhibir el arribo de los leucocitos al foco de la infeccién. La falta
de estos elementos inflamatorios tardios puede, a su vez, estar relacionado con la ausencia
de tejido cicatricial y en consecuencia con la perfecta regeneracion del parénquima
hepatico. En relacion con esta segunda hip6tesis, Kretschmer y col., demostraron que en el
sobrenadante de cultivos axénicos de E. histolytica se encuentra un factor capaz de inhibir
in vitro la locomocion (aleatoria, quimiocinesis y quimiotaxis) de los Fagocitos
Mononucleares (FM) humanos, y no la de los Polimorfonucleares Humanos (PMN) por
esta razon al factor se le dio el nombre de Factor Inhibidor de la Locomocién de Monocitos
(FILM) (16-18).

2.4 Efectos biologicos del FILM.
El FILM ejerce su accion en forma dosis-dependiente y sin lesionar a los leucocitos, afecta

la locomocion de los FM in vivo, como lo revelaron los estudios con camaras de Rebuck en
voluntarios humanos.

El FILM es una molécula de 735-478 Da, termoestable y que almacenada a -70°C no pierde
su actividad biologica (18).



El FILM modifica los rasgos morfoldgicos asociados a la locomocion celular
(aplanamiento celular y nimero de seudopodos) asi como los de orientacion celular
(desplazamiento caudal del nucleo y disposicion cefalica de los organelos), pero sobre todo,
induce un aumento importante de microtubulos asociados al centriolo (19).

El factor inhibidor puede absorberse con FM y recuperarse subsecuentemente por elusion
acida, lo cual sugiere una interaccion dinamica y reversible entre el FILM y su receptor
sobre la membrana de los FM. Los PMN absorben el FILM so6lo parcialmente, mientras que
los linfocitos no lo hacen (20).

Estudios subsecuentes revelaron que el FILM utilizado a concentraciones equivalentes a las
empleadas en los estudios leucotacticos no sélo inhibe la locomocion de los FM, sino
también es capaz de cancelar su estallido respiratorio (medido por quimioluminiscencia),
aunque este efecto también lo ejerce sobre los PMN neutréfilos (PMNn). Esto puede o no
ser relevante en la interaccion de E. histolytica y los FM activados, ya que estas células son
capaces de destruir amibas virulentas por mecanismos oxidativos y no oxidativos. En el
caso de los PMNn esta accion del FILM podria contribuir en la notoria incapacidad para
interactuar in vitro con E. histolytica virulenta, sobre todo porque la lisis que los PMN
logran sobre E. histolytica no virulenta, o aquellas atenuadas con emetina o calor, ocurre
exclusivamente por mecanismos oxidativos (21-24).

El mecanismo de accién del FILM sobre las células blanco no se conoce, pero la
multiplicidad de acciones selectivas como adhesion, locomocion efectos sobre metabolitos,
produccién de radicales oxidantes etc., (18,25-27) sobre una variedad de células como son
endoteliales, PMNn, FM entre otras, desorganizando la propia red pro y antiinflamatoria,
indica que el FILM puede actuar en una via comudn a estos mecanismos.

La multiplicidad de los efectos del FILM en las diversas células llevd a considerar una
accion sobre la red de citocinas inflamatorias del huésped, estudios preliminares sugieren
que el FILM incide en la cascada de sefializacion del NF-kB (Factor Nuclear kappa ) en
monocitos humanos aumentando la translocacion del homodimero p50/p50, alterando la
dindmica del heterodimero p65/p50 e inhibiendo la sintesis de la proteina adaptadora
MyD88, alterando su translocacion membranal (28,29).

El FILM in vivo retarda el arribo de leucocitos mononucleares en ventanas de Rebuck en
humanos e inhibe la hipersensibilidad por contacto al 1-cloro-2,4-dinitrobenceno en
cobayos y gerbos. Ademas, disminuye la expresion de moléculas de adhesion VLA-4 (Very
late antigen) y VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) sobre fagocitos mononucleares
y el endotelio postcapilar. Tiene un efecto positivo en la recuperacion motriz de ratas
Sprague Dawley después de una Lesién Traumatica de Médula Espinal (LTME) moderada,
inhibe la produccion de oOxido nitrico en animales con una LTME moderada después de
dicha lesién y afecta la peroxidacion lipidica en una LTME después de la lesion (18,26,30-
31).

In vitro el FILM Inhibe la locomocion de FM, sin afectar la locomocion de PMNn y
eosinofilos (PMNe), cancela virtualmente la produccion de intermediarios reactivos del
oxigeno [ ROI (H,0,, O, OH)] vy la sintesis inducida de oxido nitrico [ RNI (NO)] en FM
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y PMNn sin afectar a PMNe, induce un aumento importante de microtubulos asociados al
centriolo y en concentracion del cAMP (Adenosin Monofosfato Ciclico) mientras que
disminuye el cGMP (Guanosin Monofosfato Ciclico); (19,32).

Un péptido sintético con la misma secuencia del FILM (American Peptide Company, INC.)
reprodujo el efecto biolégico del FILM nativo (FILMn).

No se sabe si el FILM es usado o sintetizado in vivo por el parasito cuando éste invade a su
huésped; sin embargo, gerbos inmunizados con FILM tetramerizado alrededor de dos
moléculas de lisina [péptido antigénico mdultiple (FILM-MAPS)] induce inmunidad
mediada por células contra el FILM y previene el establecimiento del AHA experimental
(33).

Estudios de andlisis de microarreglos, citometria de flujo, PCR Tiempo Real y
determinacion de proteinas por el método inmuno-enzimatico (ELISA), han mostrado que
el FILM tiene un importante papel en el equilibrio celular Th1-Th2 favoreciendo el balance
hacia éste ultimo ya que inhibe la produccion de interleucinas proinflamatorias como IL-
1B, IL-6, IL-12, INF-y y favorece la produccion de citocinas antiinflamatorias como la IL-
10 y IL-1r (en la linea celular U-937) haciendo evidente que el balance homeostéatico entre
estas citocinas sea critico en la modulacion de la respuesta inflamatoria (29,34-36).

Resultados preliminares del efecto del pentapéptido sobre la expresién de genes en
fibroblastos, sugieren que el FILM participa en procesos de angiogenesis, factores de
crecimiento, sintesis/degradacion de matriz extracelular, vasculogénesis, guia axonal ya que
modifica la expresion de genes que intervienen con estos procesos (34,29,37).

2.5 PCR convencional.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue creada por Kary B. Mullis en 1983. En
sus casi 30 afios de evolucién ha contribuido de manera significativa en los procesos de
investigacion basica y de diagndstico en gran cantidad de patologias (38).

Las aplicaciones de la PCR son multiples, entre ellas la amplificacion de fragmentos de
genes, modificacion de fragmentos de Acido Desoxirribonucleico (ADN), la deteccion de
mutaciones importantes en enfermedades hereditarias, el analisis de marcadores genéticos
para aplicaciones forenses y estudio de expresion de genes entre otras (39-41).

La técnica de PCR permite amplificar més de mil millones de veces un ADN obtenido a
partir de una region seleccionada de un genoma. Esta técnica permite la clonacion de un
fragmento de ADN en un “sistema libre de células” (42).

El principio de la PCR consiste en determinar la secuencia de interés y seleccionar
pequefios segmentos de nucleétidos Ilamados iniciadores o cebadores, complementarios
con la secuencia de nucleotidos de los extremos opuestos de las cadenas que flanquean a
dicha secuencia, a partir de los cuales mediante la accién de la Taq polimerasa (Thermus



aquaticus), se inicia la elongacion o sintesis de nuevas cadenas en el extremo 3’ de cada
iniciador, para obtener multiples copias de dicho segmento (43,44).

La técnica depende de la utilizacion de un ADN polimerasa especial, aislada de una
bacteria termofila, que es mucho mas estable a temperaturas elevadas que la polimerasa
comun, de modo que no se desnaturaliza por calentamientos repetidos. Con cada ciclo de
sintesis de ADN, los nuevos fragmentos generados actlan, a su vez, de molde y en pocos
ciclos el producto predominante es un Gnico tipo de fragmento de ADN cuya longitud
corresponde a la distancia entre los dos cebadores originales. Cada ciclo duplica la cantidad
de ADN sintetizado en el ciclo anterior; la amplificacion efectiva del ADN requiere en la
préactica unos 20-30 ciclos de reaccién (42).

El método de PCR es extremadamente sensible; en una muestra puede detectar una sola
molécula de ADN. De una forma similar se pueden analizar cantidades traza de Acido
Ribonucleico (ARN), transformando este ARN en secuencias de ADN mediante la accion
de la transcriptasa inversa (42).

2.6 PCR en Tiempo Real.

El PCR convencional tiene limitaciones para cuantificar la secuencia amplificada, pero en
el PCR en Tiempo Real, la cantidad del producto formado es detectado durante todo el
curso de la reaccion mediante el monitoreo de la fluorescencia de colorantes o de sondas
introducidas en la reaccidon. La sefial es proporcional a la cantidad del producto formado y
al numero de ciclos de la amplificacion requeridos para tener una cantidad de moléculas de
ADN, y una eficiencia de amplificacion la cual es el doble del nimero de moléculas por
ciclo, esto hace posible calcular el nimero de moléculas de ADN de la secuencia
amplificada que estuvieron inicialmente presentes en la muestra (45-52).

El uso tipico del PCR en Tiempo Real incluye la deteccién de patdgenos, analisis de
expresion de genes, polimorfismo de nucle6tidos y aberraciones cromosémicas entre otras.
El SYBR Green | es un colorante que se incorpora dentro de los surcos de ADN de doble
cadena (ADNdc); su fluorescencia es indetectable cuando se encuentra en su forma libre,
pero una vez que se une al ADNdc puede ser detectada. La ventaja mas importante es que
se pueden usar un par de iniciadores comunes a un blanco, por lo que resulta menos costoso
que utilizar sondas. Sin embargo, su especificidad disminuye debido al riesgo de unirse a
productos de PCR no especificos. La deteccion de la fluorescencia del SYBR Green | nos
permite analizar la Temperatura de Disociacion Tm (melting temperature por sus siglas en
inglés) determinada por la curva del mismo nombre y se detectan productos amplificados
basados en su porcentaje de guanina + citocina (G+C) (47,48).
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3. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

La inflamacion es una reaccion vascular y celular inespecifica fundamental en una
respuesta protectora del organismo, cuya funcion es proteger al organismo de la causa
inicial del dafio y de las consecuencias de los mismos; este proceso esta en relacion
estrecha con la reparacion del tejido, que en caso de ser una reparacion por fibrosis, puede
conducir a cicatrizacion que limita la funcion o movilidad de los d6rganos afectados. El
FILM ejerce su accion en forma dosis-dependiente y posee diversos efectos anti-
inflamatorios comprobados tanto in vitro como in vivo; esta multiplicidad de efectos a
diversos niveles del fendmeno inflamatorio sugiere que su accion biologica es diversa.

Los fibroblastos también pueden iniciar, amplificar y sobre todo modular algunos eventos
relacionados con la respuesta inflamatoria y cicatrizacion de la herida. Resultados
preliminares del efecto del factor sobre la expresion de genes en fibroblastos humanos de la
linea celular MRC-5, sugieren que el FILM participa en procesos de angiogénesis, factores
de crecimiento, sintesis/degradacion de matriz extracelular, vasculogénesis, guia axonal ya
que modifica la expresion de genes que intervienen con estos procesos. En este contexto se
planteo la siguiente pregunta de investigacion:

¢Podré el FILM afectar la expresion de los genes HEK7-ligando, Angiopoyetina I, BMP-
R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina y BNDF en fibroblastos humanos de la linea celular
MRC-5 de tal modo que favorezcan una respuesta antiinflamatoria?

Anteriormente se realizaron estudios en células polimorfonucleares y mononucleares, que
intervienen en el proceso inflamatorio en etapas tempranas, por lo que este trabajo
representa el efecto del FILM en una estirpe celular (fibroblastos humanos de la linea
celular MRC-5) que participan en etapas tardias en el proceso inflamatorio, analizando el
efecto del factor sobre los cambios en la expresién de genes relacionados con la
inflamacion y la cicatrizacion utilizando la técnica de PCR Tiempo Real.
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4. HIPOTESIS
El FILM sera capaz de alterar positiva o negativamente la expresion de los genes HEK7

ligando, Angiopoyetina I, BMP-R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina y BNDF, de la linea
celular MRC-5 de fibroblastos humanos.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general.

Evaluar la manera en qué el FILM altera la expresion de los genes Efrin A2 ligado a
quinasa (HEK7-ligando); Angiopoyetina I; Receptor de Proteina Morfogénica de Hueso
tipo I A (BMP-R1A); Ligando Tirosina Quinasa 3 Relacionado a FMS (FLT-3L);
Neurofilina; Folistatina; Factor Neurotrofico Derivado de Cerebro (BNDF) y B-Actina (gen
constitutivo) en la linea celular MRC-5 de fibroblastos humanos.

5.2 Objetivos particulares.

5.2.1 Realizar cultivos celulares de la linea MRC-5 de fibroblastos humanos.

5.2.2 Obtener material biolégico ARN total (ARNY).

5.2.3 Realizar la sintesis de ADN complementario (ADNCc) a partir de ARNL.

5.2.4 Estandarizar la técnica de PCR convencional y de PCR Tiempo Real para la
amplificacion de los genes: HEK7 ligando, Angiopoyetina I, BMP-R1A, FLT-3L,
Neurofilina, Folistatina, BNDF y B-Actina, a partir del ADNc sintetizado del
ARNL obtenido de la linea celular MRC-5 de fibroblastos humanos.

5.2.5 Amplificacion por PCR Tiempo Real de los genes HEK7-ligando, Angiopoyetina
I, BMP-R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina, BNDF y B-Actina, a partir del
ADNCc sintetizado del ARNt obtenido de la linea celular MRC-5 de fibroblastos
humanos, en los siguientes grupos experimentales: a) MMEE [Medio Minimo
Esencial de Eagle], b) FILM, ¢) PMA [Forbol 12-miristrato-13-acetato], d)
FILM+PMA.
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6. DISENO EXPERIMENTAL
Tipo de estudio: Experimental.
Poblacion objetivo: Fibroblastos humanos de la linea celular MRC-5.

Variables independientes: Cultivos celulares de la linea celular MRC-5 de fibroblastos
humanos en MMEE.

Variables dependientes: Expresion de genes con respecto a la accion del FILM, PMA,
FILM+PMA.

6.1 Técnica
6.1.1 Realizacion de cultivos celulares de la linea MRC-5 de fibroblastos humanos.

El procedimiento para el manejo de los cultivos celulares se realizd en condiciones de
esterilidad y en campana de flujo laminar. Se descongel6 un vial de la linea celular MRC-5
(American Type Culture Collection, ATCC No. CCL-171) conservada en nitrégeno liquido
colocandola en bafio de agua a 37°C, evitando el paso de ésta al interior del contenedor de
las células y eliminando los residuos del liquido al descongelarse, limpiando
completamente la superficie del vial con etanol al 70%. Las células se extrajeron y se
depositaron en botellas para cultivo de 75cm? de poliestireno que contenfan 8mL de MMEE
(In Vitro®, Life Technologies, Eggenstein, Germany) suplementado con: L-glutamina
2mM, bicarbonato de sodio 1.5¢/L, glucosa 4.5¢g/L, HEPES 10mM, piruvato de sodio
1.0mM vy suero fetal bovino al 10% libre de endotoxinas (FBS, Gibco BRL Life
Technologies, Gran Island, NY) para su propagacion y se incubaron por un lapso de
3hrs/37°C en atmosfera de CO, al 5%, después de las cuales se elimin6 el medio y se
prosiguid a los lavados con 3mL de Solucién Amortiguadora (Buffer) de Fosfatos (PBS)
1X en donde la botella de cultivo se inclind en un angulo de 70° aproximadamente y con
una pipeta Pasteur se virtié repetidamente (7 veces) por la pared, con la finalidad de
eliminar residuos celulares. Se elimind la solucion y se adicion6 MMEE enriquecido
(10mL) para después ser llevado a incubacion a 37°C en atmosfera de CO; al 5%.

Se realiz0 la observacion diaria de las células, cambiando medio cuando este se acidifico,
realizando lavados con solucion PBS 1X y adicionando el medio nuevo enriquecido
(10mL). Cuando las células ocuparon méas del 80% de la superficie de la botella, fue
necesario un subcultivo por medio del Método de Tripsinizacion de Fibroblastos y se
dividieron en dos partes para ser depositadas las células en nuevas botellas para cultivo con
las condiciones anteriormente sefialadas para su incubacion.

6.1.1.1 Subcultivos (Método de tripsinizacion).

Se realizaron subcultivos cuando el cultivo presentd confluencia (80% de crecimiento
celular). Se extrajo el medio de cultivo de las cajas con los residuos celulares resuspendidos
y se elimino. Se lavaron las cajas de cultivo con 3mL de PBS por 15 segundos y se enjuago
de 5 a 7 veces con pipeta Pasteur. Se elimin6 el amortiguador; se agreg6 Tripsina-Verseno
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(0.005% - 0.05% v/v) (In Vitro®) suficiente para cubrir la capa de celulas (aprox. 2mL para
cajas de 75cm®) y se incubé a 37°C con agitacion constante y moderada durante 7 minutos.
Se extrajeron las células junto con la Tripsina-Verseno y se depositaron en tubos de ensayo
esteriles. Se centrifugd a 800rpm/3min; se elimind la Tripsina-Verseno y las células se
resuspendieron en MMEE sin suero. Se lavaron repetidamente las cajas con 1mL de
MMEE vy se colectaron los lavados con la suspension anterior. Se obtuvieron las células y el
medio. Se homogenizaron ligeramente con pipetas pasteur y los cumulos celulares se
dejaron sedimentar para ser retirados cuidadosamente. Se verificd viabilidad con azul de
tripano (dilucion 1:2) (sigma®) en la camara de Newbauer (20uL totales) y se realizaron
los subcultivos (5x10° células / 5mL de MMEE) en los grupos experimentales: a)yMMEE,
b)PMA [10ng / 10° células], ¢)FILM [50ug / 10° células], d) PMA-FILM [10ng / 10°
células - 50pg / 10° células].

Para comparar el perfil de expresion de los genes sin estimulo e inducidas en estudio se
realizaron subcultivos con 5X10° células en placas de seis pozos con 5mL de MMEE en los
grupos experimentales: a)MMEE, b)PMA, c)FILM, d) PMA-FILM; las células se
incubaron a 37°C/24h/5% de CO, antes de la extraccion de ARNt.

6.1.1.2 FILM.

El FILM se obtuvo de American Peptide Company Co.® (Sunnyvale, CA, USA) (>95% de
pureza) se disolvidé una concentracion de 2ug/uL en PBS con un pH de 7.4. De esta mezcla
se realizaron alicuotas y se almacenaron a -70°C, hasta su posterior uso en los cultivos
celulares.

6.1.2 Obtencion de material bioldgico.
6.1.2.1 Extraccion de ARN (método de Trizol®).

Se extrajo el sobrenadante de las células de los grupos experimentales y se depositd en
tubos de ensayo estériles. Se centrifugd a 1500rpm/3min/4°C y se desecho el sobrenadante
conservando el boton celular. Se adicioné 500uL de Trizol (Invitrogen®, Life Technologies,
Carisbad, California, USA) en los pozos para extraer el material nuclear (ARNt) de las
células y se deposito en los tubos de ensayo que contenian el boton y se llevo a 1000uL de
Trizol. Se verti6 en tubos eppendorf de 2000uL y se les adiciond 12.5uL (20mg/mL) de
glicégeno (Roche Diagnostics® Mannhein, Germany ). Se mezclé en vortex de 2 a 5seg y
se coloco en hielo por 5min. Se adicion6 220uL de cloroformo a -20°C y se mezcld en
vortex por 10seg. Se dejo en barfio de hielo por 5min. Se centrifugé a 10000rpm/15min/4°C.
Se obtuvo con cuidado por la pared del tubo eppendorf la fase superior y se vertio a otro
tubo nuevo. Se agregd 550uL de isopropanol a -20°C y se mezcld ligeramente con vortex.
Se dejo en bafio de hielo por 15min. Centrifugacion a 10000rpm/15min/4°C. Se elimind el
isopropanol y se adicion6 1000uL de etanol al 80%. Se homogenizo ligeramente con
vortex. Se centrifugod a 6000rpm/5min/4°C y se eliminé el etanol. El exceso de etanol se
elimind con bafio de agua a 45°C/3min y se dejé secar a temperatura ambiente por 5-
10min. Se agregd 22ul de agua inyectable y se calenté a 45°C/3min; se resuspendiod
suavemente por la pared del tubo eppendorf de 10 a 15 veces en bafio de hielo. Se
cuantifico el ARN obtenido en un espectrofotometro (Gen Quant Proespectrophotometer,
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Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) y se realizaron alicuotas con 2000ng de
ARN en tubos eppendorf, los cuales se almacenaron a -70°C.

6.1.2.2 Electroforesis de ARNt (integridad del ARNt).

Se realizd un gel de agarosa al 1.8% con Solucion de Tris borato EDTA (TBE) 1X en la
bandeja de preparacion. La bandeja con el gel se coloco en el equipo de electroforesis y se
Ilend la camara con solucién de TBE 1X y el ARNt obtenido se aplico en los pozos (1pg de
ARNt) que previamente fue mezclado con amortiguador de cargada (Pel-Freez, Clinical
SyStemS®); se utilizd como referencia 2ul. de un marcador de peso molecular de 100pb
(DNA Molecular X111 Weight Marker; Roche®) mezclado con el amortiguador de cargada.
Los pozos estuvieron ubicados en direccion al catodo y se hizo pasar una corriente de
60volts durante una hora y treinta minutos aproximadamente. Después de la electroforesis
el gel fue expuesto a una solucion (20uL en 200mL de agua destilada) de bromuro de etidio
(Sigma®) durante cinco minutos, se enjuago con agua des ionizada y después se analizé con
un equipo de luz ultravioleta (fotodocumentador; Bio Rad®) la integridad del ARN.

6.1.3 Sintesis de ADNC.

El ARNt obtenido con anterioridad fue utilizado para sintetizar ADNc (kit Thermo Script™
RT-PCR System; Invitrogen® USA). Se programaron las temperaturas a utilizarse (tabla 1)
en el equipo de PCR Convencional PTC-100 Programable Thermal Controller
(Invitrogen®, Corporation Foster City, California; Peltier-effect cicling, MJ Research, Inc.
Walthman, MA, USA).

Paso Temperatura Tiempo

(°C) (min)

1 65 5

2 4 1

3 55 55

4 85 5

5 37 20
Tabla 1.

Se preparo la primera mezcla de reaccion de a cuerdo a la tabla 2.

Reactivo Volumen
Oligo dt 1Ml
ARN! 2ug
dNTP mix 10mM 2ul
Agua tratada-DPC*  Aforo a 12uL
Tabla 2.

LARN obtenido de cultivos celulares de la linea MRC-5 de fibroblastos humanos.
’DPC: Dipirocarbonato.
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Se corri6 el programa en el equipo de PCR convencional bajo las condiciones indicadas con
la mezcla de reaccion anteriormente mencionada.

Se adiciond en el segundo paso la Mezcla Maestra de Reaccion de acuerdo a la tabla 3.

Reactivo Volumen (uL)
5X ADNc amortiguador de sintesis 4
0.IM DTT 1
RNasa Out (40U/uL) 1
Agua tratada-DPC 1
Thermo Scrip RT (15 units/uL) 1

Tabla 3.

Se adiciono6 en el quinto paso 1uL de RNasa H.

Al final del quinto paso se almaceno la sintesis de ADNc a -20°C.

6.1.4 Estandarizacion de la técnica de PCR convencional.

Las secuencias especificas de ADNc se obtuvieron de la base de datos del GenBank del
Centro Nacional para la Informacién de Biotecnologia (NCBI), los cebadores utilizados
para la amplificacion (Tabla 4) se disefiaron a partir de secuencias especificas de ADNc con
el programa Custom Primers - OligoPerfect™ Designer y el software Oligo™, y se

utilizaron a una concentracién de 10pm.

Cebadores utilizados:

Gen Cebador derecho Cebador reverso Pares de bases  GeneBank
amplificado
HEK?7-ligando gAg ACC CTg TACgAggCT C Cgg gCT gCTACACgAgTTA 60 NM_001405
Angiopoyetinal  CTC gCT gCC ATT CTg ACT CAC gAC AgT TgC CAT CgT gTT CTg 136 NM_001146
BMP-R1A TCA gACTCC gAC CAg AAAAAg T Tgg CAAAgCAAT gTCCATTAgTT 145 NM_004329
FLT-3L AgC CCA ACA ACCTATCTCCTC ACg gAT TTT gAC AgC gAA gTC 114 NM_001459
Neurofilina CCA gCA gCC AAA gCT gTT C ggT CAA ACC TTC ggA TgT CAg 65 AF022859
Folistatina TCTgTg CCAATg TgT TTTgTgg  TgAggT Agg TCT TgC CAT TAC Tg 135 NM_007085
BNDF gCg ggA ggA ATT TCT gAg Tg TAA AgC ACg Agg TCC AAg CA 147 NM_170732.4
B-Actina CCA ACC gCg AgA AgA TgA CCA gAg gCg TAC Agg gAT Ag 97 NM_001101.3
Tabla 4.
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Se programaron las temperaturas y ciclos a utilizarse en el equipo de PCR convencional
(Tabla 5).

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 5min
2 9 30seg

X 30seg
72 30seg
30 ciclos
3 72 10min
Tabla 5.

X= Se realiz6 una curva de temperaturas que comprendieron como inicio la
temperatura tedrica de amplificacién (Tabla 6) de acuerdo al previo disefio de los
cebadores correspondientes a cada gen.

Cebador derecho Temperatura

e izquierdo Teorica (°C)
Ephirn A2 ligado a quinasa 55.2
Angiopoyetina | 58.4
BMP-R1A 59.0
FLT-3L 55.0
Neuropilina | 58.0
Follistatina 54.5
B-Actina 53.0
BNDF 58.0

Tabla 6.

Se prepar6 la mezcla de reaccion de acuerdo a la tabla 7.

Reactivo Volumen (pL)
Agua tratada-DPC 6.75
10X PCR Gold buffer 1.0
ADNCc 1.0
MgCl, 25mM 0.3
Cebador derecho 0.3
Cebador izquierdo 0.3
dNTPS 10mM 0.2
AMLI TAQ Gold 0.15
Tabla 7.

Se corri6 el programa en el equipo de PCR convencional bajo las condiciones indicadas con
la mezcla de reaccién anteriormente mencionada y se realizo electroforesis de la sintesis
para observar la temperatura 6ptima de amplificacion.
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6.1.4.1 Electroforesis de muestras de PCR convencional.

Se realiz6 un gel de agarosa al 1.8% con solucion de TBE 1X en la bandeja de preparacion.
La bandeja con el gel se coloco en el aparato de electroforesis y se llend la cdmara con
soluciéon de TBE 1X; se aplicd en los pozos los amplificados del PCR convencional (5 a
10uL de la reaccion) que previamente fueron mezclados con amortiguador de cargada (Pel-
Freez, Clinical Systems®), y se utilizd como referencia 2uL de un marcador de peso
molecular de 50pb (DNA Molecular X111 Weight Marker; Roche®) también mezclado con
el amortiguador de cargada. Los pozos estuvieron ubicados en direccion al catodo y se hizo
pasar una corriente de 60volts durante una hora y treinta minutos aproximadamente.
Después de la electroforesis el gel fue expuesto a una solucion (20uL en 200mL de agua
destilada) de bromuro de etidio (Sigma®) durante cinco minutos, se enjuago con agua
desionizada y después se analizd con un equipo de luz ultravioleta (fotodocumentador; Bio
Rad®) que el amplificado correspondiera con el tamafio del amplicon del gen en cuestion.

6.1.5 Estandarizacion de la técnica de PCR Tiempo Real.

Se programaron las temperaturas y ciclos a utilizarse en el equipo de PCR Tiempo Real
(LigthCycler® Software 4.1, Roche) de acuerdo a la tabla 8.

Modo de Ciclos Segmento Temperatura°C Tiempo  Modo de
Anélisis adquisicion
Preincubacion
Ninguno 1 - 95 10min Ninguno
Amplificacion
Cuantificacion 45 Desnaturalizacion 95 10seg Ninguno
Alineacion X 8seg Ninguno
Extension 72 Yseg Simple
Curvas de fusion
Curvas de 1 Desnaturalizacion 95 Oseg Ninguno
fusion Alineacion 65 1min Ninguno
Fusion 95 Oseg Continuo
Enfriamiento
Ninguno 1 - 40 30seg Ninguno
Tabla 8.

X= Esta dependi6 de las temperaturas 6ptimas de amplificacion obtenidas por PCR
convencional a partir de los cebadores disefiados para éste; las cuales se tomaron
como punto de partida para realizar curvas de temperaturas.

Y= Se obtiene dividiendo el tamafio del amplic6n entre 25.

! = Rampe rate de 0.1°C/seg
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Se prepararé la mezcla de reaccion de acuerdo a la tabla 9.

Reactivo Volumen (pL)
Agua tratada-DPC 5.9
Mix de reaccion? 2.0
ADNCc 15
Cebador derecho 0.3
Cebador izquierdo 0.3
Tabla 9.

2= Sybr® Green (Invitrogen®).

Se corrio el programa en el equipo de PCR Tiempo Real bajo las condiciones indicadas con
la mezcla de reaccion anteriormente mencionada.

6.1.6 Amplificacion por PCR Tiempo Real.

Se amplificaron los genes HEK7-ligando, Angiopoyetina |, BMP-R1A, FLT-3L,
Neurofilina, Folistatina, BNDF y B-Actina de la linea celular MRC-5 de fibroblastos
humanos en los siguientes grupos experimentales: a) MMEE, b) FILM, c) PMA, d)
FILM+PMA; de acuerdo a la temperatura 6ptima correspondiente a cada gen obtenida en la
estandarizacion de la técnica por PCR Tiempo Real.

6.1.7 Andlisis del perfil de expresion de genes.

Se determind el perfil de expresion de los genes HEK7-ligando, Angiopoyetina 1, BMP-
R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina, BNDF y beta Actina como gen constitutivo en la
linea celular MRC-5 de fibroblastos humanos en los siguientes grupos experimentales: a)
MMEE, b) FILM, ¢) PMA, d) FILM+PMA.

El anélisis se realiza por la doble derivada, donde Delta 1 (D1) es la razon de la expresion
del gen problema sobre el gen constitutivo de las células sin tratar o tratadas, y Delta 2 (D2)
es la relacién de D1 de las células tratadas sobre D1 de las células no tratadas.

El % de expresion se obtuvo de la razon: Gen problema / B-Actina (tratado®)
Gen problema / p-Actina (no tratado®)

3= FILM, PMA-FILM.
‘= MMEE.
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7. DIAGRAMA DE FLUJO

« Realizacion de cultivos celulares de la linea MRC-5 de fibroblastos humanos.
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8. RESULTADOS
8.1 Obtencion del ARNL.

Se confirmo la integridad del ARNt (figura 1) obtenido de los cultivos de la linea celular
MRC-5 de fibroblastos humanos, en un gel de agarosa al 1.8%, las bandas caracteristicas de
las fracciones correspondientes al ARN ribosomal 28S y 18S son observables en cada uno
de los grupos experimentales (MMEE, FILM, PMA, FILM+PMA).

ARNt de MRC-5 estimuladas

MMEE FILM PMA PMA-FILM

285

«— 185

Figura 1. Se muestra la integridad de ARNt de los grupos experimentales
obtenidos de los cultivos de la linea celular MRC-5 de fibroblastos humanos en
un gel de agarosa al 1.8% y un marcador de peso molecular (MK) de 100pb.

8.2 Estandarizacion de la técnica de PCR convencional.

Se realizaron curvas temperaturas que comprendieron como inicio la temperatura tedrica de
amplificacion de acuerdo al previo disefio de cebadores correspondientes a cada gen
determinando la temperatura correspondiente de alineacion de éstos (Tabla 10).

Gen amplificado Temperatura Temperatura Tamanho del
Teorica (°C) 6ptima (°C) Amplificado (pb)
HEK?7-ligando 55.2 57 60
Angiopoyetina | 58.4 63 136
BMP-R1A 59.0 63 145
FLT-3L 55.0 57 114
Neurofilina 1 58.0 63 65
Folistatina 545 57 135
B-Actina 53.0 55 97
BNDF 58.0 63 147
Tabla 10.

Se muestran las temperaturas de amplificacion teoricas y optimas de cada gen
problema de acuerdo a lo obtenido en los disefios de los cebadores y en la parte
experimental observandose los amplificados esperados en cada caso.

Los cebadores generados para los genes en cuestion (figura 2) mostraron especificidad
generando una sola banda de amplificacion del tamafio esperado para los genes HEK7-
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ligando, Angiopoyetina I, BMP-R1A, FLT-3L, Neurofilina 1, Folistatina, BNDF y -
Actina.

Amplificacion de PCR Convencional

3 4 5 6 7 8 9

Figura 2. Se muestran los genes amplificados por PCR Convencional. 1)
Marcador 50pb; amplificado de los genes: 2) HEK7-ligando (60pb), 3) -
Actina (97pb), 4) FLT-3L (114pb), 5) Folistatina (135pb), 6) Angiopoyetina
I (136pb), 7) BMP-R1A (145pb), 8) Neurofilina 1 (65pb) y 9) BNDF
(147pb).

8.3 Amplificacion por PCR Tiempo Real con SYBR Green I.

Se programaron las temperaturas a utilizarse en el equipo de PCR convencional las cuales
incluyeron una temperatura de preincubacion, amplificacion (desnaturalizacion, alineacion
y extension), curvas de fusion (desnaturalizacion, alineacion y fusion) y enfriamiento para
la amplificacion del gen en cuestion de acuerdo a los resultados obtenidos de la
estandarizacion (Tabla 11).

Gen amplificado Temperatura Alineacion Extension
optima (°C) (seg) (seg)
Ephirn A2 ligado a quinasa 59 8 5
Angiopoyetina | 65 8 5
BMP-R1A 65 8 5
FLT-3L 59 8 5
Neuropilina 64 8 5
Follistatina 60 5 4
B-Actina 59 8 5
BNDF 65 8 5
Tabla 11.

Se observan los valores obtenidos por PCR Tiempo Real en donde la
temperatura, la alineacién y la extensién son las Optimas para cada gen
problema.

Se realiz6 la amplificacion de los genes en estudio HEK7-ligando, Angiopoyetina I, BMP-
R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina, BNDF y B-Actina, en donde se puede observar los
valores de los Puntos de Cruce o Ciclo Promedio Cps (Cross point por sus siglas en inglés)
para cada uno de los genes analizados, mientras que en los controles negativos no se
detectd Cps hasta los 35 ciclos en ninguno de los casos, mostrando la especificidad de los
cebadores; las reacciones de cada muestra se realizaron por duplicado (Figuras 3-18).
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Figura 3. Curva para FLT-3L por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN). Se
observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) y con la adicién de FILM (Cpg).

Amplification Curves

Cpp=22.54

Flusrescence (530)

2 24
Cycles

Figura 4. Curva para FLT-3L por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN). Se
observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicion de PMA
mas FILM (Cpgpg).
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Figura 5. Curva para Angiopoyetina | por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo
(CN). Se observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) y con la adicién de
FILM (Coc).
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Figura 6. Curva para Angiopoyetina | por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo

(CN). Se observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicion
de PMA mas FILM (Cooc).
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Figura 7. Curva para Neurofilina | por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN).
Se observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) y con la adicién de FILM
(Cpg).
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Figura 8. Curva para Neurofilina | por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN).

Se observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicién de
PMA més FILM (Cpex).
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HEK7-Ligando
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Figura 9. Curva para HEK7-Ligando por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo

(CN). Se observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) Yy con la adicion de
FILM (Coc).
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Figura 10. Curva para HEK7-Ligando por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo

(CN). Se observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicion
de PMA mas FILM (Cnoc).
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Figura 11. Curva para BNDF por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN). Se
observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) y con la adicién de FILM (Cpg).
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Figura 12. Curva para BNDF por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN). Se
observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicion de PMA
mas FILM (Cpoe).
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Figura 13. Curva para Folistatina por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo. Se
observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) Yy con la adicién de FILM (Cpg).
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Figura 14. Curva para Folistatina por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo. Se
observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicion de PMA
mas FILM (Cpoc).
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BMP-R1A
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Figura 15. Curva para BMP-R1A por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN).

Se observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) y con la adicién de FILM
(Coe).
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Figura 16. Curva para BMP-R1A por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN).

Se observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicion de
PMA mas FILM (Coo:).
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Figura 17. Curva para B-Actina por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN). Se
observa el punto de cruce para el ensayo no estimulado (Cpy) Yy con la adicion de FILM (Cpg).
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Figura 18. Curva para B-Actina por PCR Tiempo Real utilizando un control negativo (CN). Se
observa el punto de cruce para el ensayo estimulado con PMA (Cpp) y con la adicion de PMA
mas FILM (Cpoe).

La identificacion de los productos de PCR se confirmd por el anélisis de las curvas de
disociacion (Tm) al término de las amplificaciones (Figuras 19-26). Las gréficas muestran
las temperaturas de fusion Tm para los amplificados en estudio, en donde los productos de
reaccion especificos para cada uno de los genes antes mencionados estan representados por
un pico maximo de fluorescencia.
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Figura 19. Curvas de disociacion para el gen FLT-3L en los ensayos de PMA, PMA-FILM,
FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN).
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Figura 20. Curvas de disociacion para el gen Angiopoyetina | en los ensayos de PMA, PMA-
FILM, FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN).
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Figura 21. Curvas de disociacion para el gen Neurofilina | en los ensayos de PMA, PMA-
FILM, FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN). Se observa formacién
de dimeros a 78°C.
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Figura 22. Curvas de disociacion para el gen HEK7-Ligando en los ensayos de PMA, PMA-
FILM, FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN).
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Figura 23. Curvas de disociacién para el gen BNDF en los ensayos de PMA, PMA-FILM,
FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN).
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Figura 24. Curvas de disociacion para el gen Folistatina en los ensayos de PMA, PMA-FILM,
FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN).
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Figura 25. Curvas de disociacion para el gen BMP-R1A en los ensayos de PMA, PMA-FILM,
FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN).
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Figura 26. Curvas de disociacion para el gen Beta-Actina en los ensayos de PMA, PMA-
FILM, FILM y no estimulado, comparado con un control negativo (CN).

8.4 Perfil de expresion.

La Expresion Relativa (E.R.) se realizo por el método de Ct que es el ciclo umbral en el que
se inicia y detecta la amplificacién exponencial del templado ( por sus siglas en inglés
Cycle Threshold o Cp que es el punto de cruce), obteniendo un promedio de los valores de
cada muestra, asi como un promedio de la expresion de los genes seleccionados el cual se
comparo con la expresion del gen constitutivo B-Actina y se le asigno un valor de 1 como
normalizacion de la expresion. La grafica 1 muestra el perfil de expresion de los genes
analizados en la linea celular: sin estimulo (MMEE), estimuladas con FILM, PMA o
PMA+FILM.
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Grafica 1. Expresion relativa de los genes HEK7-ligando, Angiopoyetina I, BMP-R1A, FLT-3L,
Neurofilina, Folistatina y BNDF de fibroblastos humanos MRC-5 en los grupos experimentales
(MMEE, FILM, PMA, FILM+PMA) comparado con la expresion del gen constitutivo.
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9. DISCUSION

En este trabajo se analizo el efecto del FILM sobre los cambios en la expresion de genes
relacionados con la inflamacion y la cicatrizacion en la linea celular MRC-5 de fibroblastos
humanos utilizando la técnica de PCR Tiempo Real. La especificidad de la reaccién de
PCR es proporcionada por el par de cebadores y las condiciones dptimas de reaccion. Con
la adquisicion de la fluorescencia durante el proceso de amplificacion en el ultimo paso de
cada ciclo (temperatura superior a Tm de la formacion de los dimeros, pero debajo de la
Tm del producto especifico), s6lo registra la sefial especifica del producto amplificado de
PCR. El resultado de la curva Tm permitié conocer la temperatura de disociaciéon de cada
amplificado en cada sistema de expresion (HEK7-ligando, Angiopoyetina I, BMP-R1A,
FLT-3L, Neurofilina I, Folistatina, BNDF y B-Actina). Se obtuvo informacion sobre las
funciones bioldgicas en las que participan los genes que modificaron su expresion en las
condiciones empleadas.

El FILM posee diversos efectos anti-inflamatorios comprobados tanto in vitro como in
vivo, afecta la quimiotaxis de mononucleares, cancela la explosion respiratoria y la
produccién de o6xido nitrico en monocitos y neutréfilos humanos, abate la expresion de
moléculas de adhesién VLA-4 y VCAM-1 en células del endotelio vascular y monocitos,
altera el proceso inflamatorios como lo sugiere la inhibicion de la hipersensibilidad
retardada al dinitroclorobenceno (DNCB) en gerbos y cobayos, retrasa el arribo de células
mononucleares en camaras de Rebuck en la piel humana entre otras caracteristicas, esta
multiplicidad de efectos a diversos niveles del fendmeno inflamatorio sugiere que su accion
bioldgica es diversa y altera la expresion de sefiales pro y anti-inflamatorias de las células
que participan en el proceso inflamatorio. La regulacion de la sintesis de mediadores de la
inflamacion lo hace blanco potencial como una terapia anti-inflamatoria (18,26,30).

La participacion celular en el proceso inflamatorio es de orden cronolégico; anteriormente
se realizaron estudios en PMN y mononucleares, que son células que intervienen en el
proceso inflamatorio en etapas tempranas, por lo que este trabajo representa el efecto del
FILM en una estirpe celular (fibroblastos) que interviene en etapas tardias en el proceso
inflamatorio.

Los fibroblastos también pueden producir citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos y
pueden iniciar, amplificar y sobre todo modular algunos eventos relacionados con la
respuesta inflamatoria. En este contexto el FILM afecta la expresion de los genes HEK7-
ligando, Angiopoyetina I, BMP-R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina y BNDF.

El ligando tirosina quinasa 3 relacionado a FMS (FLT-3L) es una de las citocinas que
afecta el desarrollo de multiples linajes hematopoyéticos. Estos efectos ocurren a través de
la union de FLT3L al receptor FLT3 (FLT3R). FLT3R tiene un rango bastante estrecho de
expresion de células, que se localiza principalmente en los tejidos hematopoyéticos y de los
nervios, lo que presumiblemente limita sus funciones a estos tipos de células; por el
contrario, su ligando se expresa en casi todos los tipos celulares hasta ahora examinadas.

En un proceso de activacion celular (PMA) se observa que FLT-3L se encuentra por debajo
del estado basal (no estimulado) en comparacion con la adicion de FILM que disminuye a
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un mas su expresion. El gen FLT3R desempefia una funcion importante en la proliferacion,
diferenciacion, apoptosis en las células durante la hematopoyesis normal, ademas de ser un
factor quimiotactico para células dendriticas, asi como también para la proliferacion de
éstas y de células asesinas naturales (NK por sus siglas en inglés Natural Killer). EI FLT-
3L actla en sinergia con otras citocinas para promover la expansion de precursores
hematopoyéticos, y la interrupcion selectiva de FLT-3L conduce a una reduccion de
precursores hematopoyeéticos que no resulta letal, pero si benéfico al inhibir el arribo de
células dendriticas y NK con su respectiva proliferacion local y dafio tisular en respuesta al
agente patdgeno, disminuyendo la respuesta cronica. En el estado no estimulado el factor
no altera la hematopoyesis en forma significativa al encontrarse ligeramente por encima de
la basal en un estado casi normal. Una de las caracteristicas iniciales del efecto del FILM
fue la inhibicién del arribo celular de fagocitos mononucleares y en este proyecto el efecto
del FILM sobre el gen FLT-3L y su relacion con la quimiotaxis nos hace suponer que
posiblemente el factor también inhibe indirectamente la quimiotaxis de otros tipos celulares
afectando la respuesta inmunoldgica (53-57).

Existen varias moléculas que funcionan como mediadores criticos en la angiogénesis, entre
ellas la familia Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular (VEGF-A, B, C, Dy E) y sus
receptores (VEGF-1, 2, 3 y la Neurofilina), efrinas, angiopoyetinas y sus receptores entre
otros. La familia de VEGFs son mitogenos especificos para células epiteliales, y sus
receptores participan en la formacion de los vasos sanguineos, angiogénesis, reclutamiento
celular y mantenimiento de la vascularizacion, su accién es regulada por la Neurofilina
entre otros factores. VEGF coopera con otros factores angiogenicos como las
angiopoyetinas que son esenciales para el Gltimo estado de la formacion de los vasos
(remodelacién y maduracion) y estabilizan el desarrollo de los mismos mediante el
reclutamiento y la interaccion celular. Las angiopoyetinas junto con VEGF potencian y
sostienen el crecimiento y maduracion de los capilares. Cabe sefialar que en estudios
anteriores de expresion se observo que el FILM sobreexpresé a VEGF y posiblemente para
tener un balance en el ambito inflamatorio, la expresion de la Neurofilina | se vio
aumentada como se menciona mas adelante (58-60).

Angiopoyetina | es una familia de factores de crecimiento endotelial que funcionan como
ligandos para el receptor endotelial especifico tirosina quinasa (TIE2) y se expresa
tipicamente en linea de base (es decir, no inflamada). La unién de la expresion de
Angiopoyetina 1 a TIE2 promueve la integridad de los vasos sanguineos, inhibe la pérdida
vascular y es un factor quimiotactico de células endoteliales.

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos a partir de vasos preexistentes.
Mediante este importante proceso los vasos son capaces de acomodar su crecimiento al del
organismo, aportar sangre a tejidos que quedan ocasionalmente desprovistos de aporte
sanguineo (p.e. en casos darfio tisular) y adaptarse a las necesidades de oxigeno y nutrientes
del entorno fisiolégico. En un estado activado de la célula inducido por medio del mitégeno
PMA se aumentO la expresion de Angiopoyetina | lo que generaria inhibicién de la
apoptosis, remodelacion y bifurcacion de los vasos sanguineos y asi mismo disminuiria el
arribo de leucocitos que participaran durante la inflamacion; con la adicion del FILM
durante el estado activado, la expresion de Angiopoyetina | se ve disminuida pero siguid
encontrandose por encima de la basal; de esta forma el proceso de inflamacion se veria
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controlado reduciéndose la permeabilidad del endotelio vascular sin ser inhibido el
estimulo angiogénico ademas de estar presente la actividad de la Neurofilina I en un estado
sobre expresado. Cuando el FILM es adicionado en un estado no activado o0 se suprime ese
estado en presencia del factor, la expresion de la Angiopoyetina | se ve incrementada
favoreciendo la angiogénesis, mejorando la estabilizacion y maduracion de los vasos recién
formados, y se evitard posiblemente la formacion de una cicatriz fibrosa con apoyo de la
sobreexpresion de la Neurofilina | (61-64).

En estados de hipoxia por dafio en tejidos se activan mdaltiples genes que favorecen la
vasculogénesis y la angiogénesis como VEGF que promueve la activacion del endotelio de
vasos sanguineos cercanos. Las neurofilinas son receptores de superficie celular que se
unen a moléculas de guia neuronal durante el desarrollo neural y el crecimiento axonal y
modulan la vasculogénesis-angiogénesis mediada por VEGF. Las Neurofilinas son
receptores de semaforinas segregadas, asi como de VEGF y se expresa abundantemente en
células endoteliales de los vasos sanguineos en desarrollo embrionario. Tras la estimulacion
con PMA en los fibroblastos MRC-5 se observa una disminucién en la respuesta de la
Neurofilina | por debajo de la basal, lo que conllevaria a un aumento del crecimiento axonal
posiblemente por disminucion de la union con semaforinas y disminucion en la
angiogénesis medida por VEGF. Al agregar el factor en un medio estimulado con PMA la
expresion de Neurofilina 1 se incrementd por encima de la basal; con esto se veria
beneficiada la vasculogénesis-angiogénesis mediada por VEGF, favoreciendo la
proliferacion y migracion de células endoteliales, organizacion tubular e inhibiendo la
apoptosis, asi como también se presenta una organizacion y ubicacion espacial de los vasos
sanguineos (mediadas por la union semaforinas-Neurofilina 1) estimulados por
Angiopoyetina | dando paso a la formacion de un nuevo plexo vascular. La expresion de
VEGF estimulado por el factor junto con la sobre expresion de Neurofilina | favoreceria el
crecimiento del endotelio acelerando la reendotelizacion después de una lesion
promoviendo el remodelamiento y atenuando la cicatrizacién. Se desconoce la posible
disminucion que se tendria en el crecimiento axonal, por el aumento de la expresion de la
Neurofilina | debido a que ésta requiere formar complejos con las proteinas Plexinas que
funciona como correceptor para que se logre la unién con las semaforinas, esto ultimo no
forma parte del estudio en cuestion, sin embargo, en el sistema nervioso de mamiferos
adultos se produce una inhibicién de la regeneracién de los axones tras una lesién debido a
que el guiado axonal es importante después de una lesion para controlar su trayectoria e
inhibir el acceso a zonas inadecuadas, efecto que se corrobora con aumento de la expresion
de HEK7-L y la disminucion de BNDF. En un estado basal la adicion de FILM permitiria
una adecuada regeneracion vascular al aumentar la expresion de los genes Angiopoyetina |
y Neurofilina | sobre tejido lesionado, y el posible efecto adverso sobre la disminucién del
crecimiento axonal se veria favorecido por la sobreexpresion de BNDF (65-68).

Los receptores Eph (erythropoietin-producing hepatocellular) y su ligando Efrin A2 ligado
a quinasa (HEK7-Ligando) constituyen la mayor familia de receptores con actividad
tirosina quinasa (RTKS) conocidos y se encuentran en gran variedad de tipos celulares
durante el desarrollo y en tejidos maduros.

Los receptores Ephs y HEK7-ligando son reguladores clave de la formacion de la guia
axonal, sinaptogénesis y durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) son
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capaces de transmitir sefiales extracelulares y de modular la migracion de células
progenitoras neuronales en el SNC en desarrollo, adhesion celular, regulan la supervivencia
neuronal y la proliferacion de células madre. Las efrinas (que se encuentran sub expresadas
en nuestro sistema) regulan la funcion de moléculas de adhesion incrementandola hacia la
matriz extracelular via integrinas. HEK7-ligando es un regulador negativo de la
proliferacion de células progenitoras neurales, sin afectar la supervivencia celular. Estudios
anteriores han demostrado que el FILM modifica la expresion de diversas integrinas y
posiblemente HEK7-ligando funciona como un regulador negativo de expresion de las
mismas.

Durante un proceso de activacion celular (inducido por PMA) la expresion de HEK7-
Ligando se ve disminuido por debajo de la basal con la finalidad de que se lleve a cabo una
reparacion del tejido nervioso lesionado y favoreciendo la migracion leucocitaria. En
estados tempranos de la inflamacidn el receptor EphA2 es sobre expresado en el endotelio y
en células epiteliales, éste evento es la causa de la repulsion celular y la ruptura entre las
barreras epitelial y endotelial, mientras que en los estados avanzados en un proceso de
inflamacién la expresion de las efrinas sobre los leucocitos y células epiteliales decrece,
promoviendo la adhesion de los leucocitos hacia las células endoteliales, asi, modulan la
interaccion migracion/adhesion de varios tipos celulares. En presencia del factor en nuestro
sistema la expresion del gen es llevado a un estado casi basal (7% por debajo de ésta), lo
que evitaria reparar la sinaptogénesis durante un proceso de dafio tisular en donde la misma
inflamacion no favoreceria una adecuada neurogénesis y sinaptogénesis sin afectar la
supervivencia celular; asi mismo el factor aumenta la expresion del gen el cual esta
asociado con una disminucion de adhesion entre células endoteliales de los vasos
sanguineos y en la adhesién de leucocitos circulantes hacia el endotelio vascular y hacia el
epitelio de los dérganos internos, estos cambios inhiben la extravasacion y transmigracion
leucocitaria hacia el tejido, efecto que se veria también modulado por accion de FLT3-L,
Angiopoyetina | y VEGF. Se mantendria un control de la inflamacién con la disminucion
en la extravasacion leucocitaria. En un estado basal la adicion del factor no es benefico
debido a una disminucion en la adhesion que tiene un papel crucial en las células para su
organizacion lo que contribuye a la estabilidad del tejido, promoviendo la angiogénesis, la
neovascularizacion y remodelacion de la matriz extracelular, la guia axonal, la
morfogénesis y la plasticidad del tejido, por lo que se tiene que valorar en modelos
experimentales el costo-beneficio de los posibles efectos adversos (69-73).

El factor neurotréfico derivado de cerebro también conocido como BDNF es un miembro
de la neurotrofina "familia de factores de crecimiento nervioso". BDNF actla sobre ciertas
neuronas del sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico, ayudando a apoyar la
supervivencia de las neuronas existentes, y fomentar el crecimiento y la diferenciacion de
nuevas neuronas y las sinapsis. EI BDNF estéa presente durante la neurogénesis por lo que
juega un papel importante es el desarrollo neuronal normal. A pesar de su nombre, el
BDNF se encuentra realmente en una amplia gama de tipos de células y tejidos, no sélo en
el cerebro.

La adicion de PMA en los cultivos promueve una neurogenesis sobre los tejidos nerviosos
al verse expresado el gen BNDF por encima de la basal no siendo lo mismo en la adicion
concomitante con el factor en estudio, presentandose una disminucion en la expresion por
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debajo de la basal lo que implicaria una no regeneracion mientras las células se encuentren
activadas, efecto que se ve sumado a la accién de HEK7-L y la posible participacion de la
Neurofilina que también podrian disminuir la neurogénesis normal durante un proceso
inflamatorio evitando una inadecuada regeneracion neuronal y sinaptogénesis. Terminado
el estimulo el factor promueve la neurogénesis y la formacién de nuevos contactos
sinapticos al sobreexpresarse por encima de la basal lo que podria compensar de cierto
modo el efecto negativo de HEK7-L y la Neurofilina después de un proceso inflamatorio
debido a que BNDF es una de las sustancias mas activas para generar neurogénesis. Bajo
las evidencias de expresion génica hasta ahora observadas in vitro se esta valorando
actualmente el efecto del FILM sobre la expresion de BNDF y otros genes relacionados con
regeneracion neuronal en ratas sometidas a una LTME y sus posibles efectos como
neuroprotectores (74-76).

Los factores de crecimiento y diferenciacién como las activinas, factor transformador de
crecimiento beta (TGF-p), Proteinas Morfogénicas de Hueso (BMPs) y moléculas como la
Folistatina entre otras, controlan muchos procesos bioldgicos orquestando y modulando el
desarrollo programado, perfil de crecimiento, diferenciacion, homeostasis, eritropoyesis,
angiogenesis, funcion reproductora, respuesta inmune, formacién de hueso, inductor de
moléculas de matriz extracelular, fibronectina y colagenasa, crecimiento del higado,
regeneracion, remodelacion y reparacion del tejido (77-78).

La Folistatina es una glicoproteina que se expresa en casi todos los tejidos y que se une
directamente a las activinas. En los tejidos la activina tiene un importante papel en la
proliferacion celular, con lo que la Folistatina da proteccion contra la proliferacion celular
incontrolada y también le permite funcionar como un instrumento de diferenciacion celular.
Ambas funciones son esenciales en la reconstruccidn y reparacion de tejidos.

En base al sistema utilizado se detecté un aumento de la expresion del gen que transcribe
para Folistatina por encima de la basal en un estado activado (activacién con PMA) de las
células con la finalidad de controlar la proliferacion durante un dafio y favorecer la
diferenciacion celular. En la sangre, la activina y Folistatina son conocidos por estar
involucrados en la respuesta inflamatoria tras la lesion del tejido o incursion de patégenos.
En estudios anteriores se observé el aumento de la expresion de las activinas, donde la
fuente probable son los fibroblastos y las células endoteliales, actuando como agentes anti-
inflamatorios locales en el sitio de lesion y sitios periféricos. La adicion de PMA-FILM
produce una disminucion de la expresion del gen por debajo de la basal, permitiendo una
regeneracion de los tejidos de manera casi normal durante el proceso inflamatorio; sin
embargo, el aumento prolongado y significativo de las activinas podria estar involucrado en
el desarrollo de fibrosis (participacion de TGF-B entre otros), por lo que es necesario un
control fino de los niveles de expresién de las activinas para lograr una reparacion normal
del tejido dafiado estimulando la deposicion del tejido. La Folistatina es una proteina que se
une a las activinas y BMPs modulando su accion y neutralizando su actividad bioldgica. Al
termino del estimulo con PMA y en presencia del factor se favoreceria el crecimiento
epitelial e inhibicion de la apoptosis al inhibirse BMP por accion de la Folistatina con una
sobreexpresion por encima de la basal. La expresion de las activinas y Folistatinas se
requiere para modular la expresion de IL-1p, IL-6 y proteinas de fase aguda, controlando la
integridad vascular despues de la lesion del tejido, por lo que el proceso inflamatorio se
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limita, minimiza el dafio al tejido y facilita el proceso de reparacion. En estudios anteriores
in vitro se observd que el FILM inhibe la sintesis de IL-1B e IL-6 en células
premonociticas, apoyando con esto el efecto del FILM sobre el proceso inflamatorio (29,
34,79-81).

Los BMPs integran la superfamilia de TGF-B, sus miembros modulan la proliferacion
celular, diferenciacion, sintesis de matriz y apoptosis. Sin embargo, los BMPs sélo estan
implicados en el desarrollo prenatal y posnatal de crecimiento, remodelacion y
mantenimiento de una variedad de otros tejidos y Organos. Asimismo, son fuertes
inductores del crecimiento de tejido conectivo y tejido conjuntivo. Todos los miembros de
la familia de las BMPs ejercen su accién celular uniéndose a dos tipos de receptores
transmembranales (receptores tipo 1y tipo I1). La union al receptor tipo Il induce activacion
del receptor tipo I. Los receptores tipo | determinan la especificidad de las sefales
intracelulares. Existen tres receptores tipo | que transducen la sefial de los miembros de la
familia de las BMPs entre los que se encuentra BMPR-1A.

En el proceso inflamatorio se realiza la activacion del receptor de tipo | BMP-R1A por
encima de la basal lo que inicia, promueve y regula el desarrollo, remodelamiento,
reparacion, crecimiento de hueso, cartilago y otros tejidos; aunque en presencia del factor
durante la activacion celular se presento una disminucion de la respuesta del receptor BMP-
R1A ésta es favorable debido a que en esencia, l1os TGF-B son inhibidores del crecimiento
epitelial, de la funcién inmunoldgica y hematoldgica promoviendo asimismo la apoptosis y
su actividad incrementada favorece la fibrosis; con ello se disminuiria éste efecto. EI FILM
sin adicion de otro estimulo (PMA) indujo una sobreexpresion del gen con lo que el
proceso de desarrollo, remodelacién y reparacion 6sea se lleven de manera Optima al ser
eliminada la causa de inflamacidén pero se veria regulada por accion de la Folistatina
presentandose una disminucion en la actividad del BMP-R1A en BMP-2, -4, -6, -7 y -11
que afectaria a la formacion de cartilago y regulacion de calcio en hueso principalmente,
sin embargo el costo-beneficio es que se inhibiria BMP-2, -4, y -7 que participan en la
regulacién de la apoptosis acelerandola; la regeneracion y reparacion de tejido, hueso y
otros dérganos seria beneficiada pero se necesitaria una regulacion minuciosa en la dosis
para prevenir fibrosis e inmunosupresion (82-84).
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10. CONCLUSIONES

a) El FILM es capaz de alterar la expresion de los genes HEK?7-ligando,
Angiopoyetina I, BMP-R1A, FLT-3L, Neurofilina, Folistatina y BNDF
involucrados en la inflamacion y cicatrizacion.

Con el efecto sobre la expresion de los genes estudiados suponemos que:

b) Se regula la permeabilidad vascular.

c) Promueve la vasculogénesis-angiogénesis mediada por VEGF.

d) Inhibe la adhesion de leucocitos circulantes hacia el endotelio vascular y tejido.
e) Inhibe el arribo de células dendriticas.

f) Inhibe la proliferacién de células dendriticas y células NK.

g) Favorece la diferenciacion, proliferacion y remodelacion celular.

h) Favorece la neurogénesis y la sinaptogénesis.

i) Inhibe la apoptosis.

Con lo anterior mencionado y los antecedentes del factor se sugiere que el FILM promueve

la modificacion de genes que intervienen en la respuesta inflamatoria y de cicatrizacion
facilitando un retorno a la normalidad estructural y funcional de él o los 6rganos afectados.
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11. PERSPECTIVAS

Los genes alterados presentados en el estudio sugieren el posible comportamiento que estos
tendrian en el organismo durante un proceso inflamatorio en donde estos participarian; por
tal motivo se sugiere el estudio de la expresion de los genes reflejada en la produccion de
proteinas y su comportamiento de ambas, expresion génica in vivo y la produccion de
proteinas in vivo e in vitro. Con la finalidad de conocer de forma mas amplia el
comportamiento del FILM e ir sentando las bases de una investigacion se sugiere un
estudio mas amplio de expresion de genes y produccién de proteinas que nos dé una pauta
del mecanismo de accion del FILM en procesos inflamatorios y asi mismo dirigir su
aplicacion a diferentes patologias en donde la inflamacion es un proceso comin y el FILM
podria atacar dianas importantes que servirian como anti-inflamatoria.
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12. ANEXOS
Preparacion de reactivos.
PBS 1X
8 g NaCl
0.2 g KClI
1.44 g Na2HPOA4
0.24 g KH2PO4

En 800mL de agua destilada se disolvieron los reactivos uno a uno y se ajusté el pH a 7.4
con HCI o con NaOH. Se aforé a un litro con agua y se esterilizé en autoclave.

TBE 1X

10.89 Tris base

5.5 Acido bérico

0.744 Na2EDTA*2H,0(MW=372.24)

En 600mL de agua destilada se disolvieron uno a uno los reactivos y se aforé a 1000mL.

MEDIO DE CULTIVO MMEE

Suplementado con:

2mM L-glutamina

1.5g/L Bicarbonato de sodio
Glucosa 4.5g/L

10mM HEPES

1.0mM Piruvato de sodio
10% Suero fetal bovino
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