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Abstract

Fibrosis is associated with alterations in the normal structure of the heart at the level of
cardiomyocytes, with excessive deposition and accumulation of extracellular matrix proteins.
TGF-B is a multifunctional cytokine involved in critical processes, including wound healing,
as well as cellular proliferation, maturation, and differentiation. Three TGF-3 isoforms have
been identified in mammals: TGF-B1, TGF-2, and TGF-f3. Members of this superfamily
appear to drive fibrosis in the heart, kidneys, lungs, and liver. TGF-B1 is a well-known
promoter of cardiac fibrosis, as it is predominantly found in the cardiovascular system. In
animal models of myocardial infarction, treatment with type I TGF-Beta inhibitors was
performed to reduce its activity, showing attenuation of myocardial remodeling and left
ventricular dysfunction. To modulate the effect of TGF-B in vivo, a lentiviral vector has been
constructed that encodes the innovative recombinant protein TBRII-SE fused in frame with
the Fc domain of human immunoglobulin 1 (IgG1), called Brecept, which has demonstrated

its antifibrotic capacity in animal models of liver fibrosis.

In this work we sought to start with the development of the intramuscular delivery method of
a lentiviral vector that encodes Brecept that allows evaluating it as a potential candidate for

the treatment of post-myocardial infarction cardiac fibrosis.

Resumen

La fibrosis se asocia con alteraciones de la estructura normal del corazén a nivel de los
cardiomiocitos, a una deposicién y acumulacion excesiva de proteinas de la matriz
extracelular. TGF-B, es una citoquina multifuncional involucrada en procesos criticos,
incluida la cicatrizacion de heridas junto con la proliferacién, maduracién y diferenciacién
celular. Se han identificado tres isoformas de TGF- en mamiferos: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-
B3. Los miembros de esta superfamilia parecen conducir a la fibrosis en el corazén, los
rifiones, los pulmones y el higado. TGF-B1 es un conocido promotor de la fibrosis cardfaca,
ya que se encuentra predominantemente en el sistema cardiovascular. En modelos animales
de infarto del miocardio, se realiz6 tratamiento con inhibidores del TGF-B1 para reducir la
actividad de este mostrando una atenuacion del remodelamiento miocardico y de la disfuncién
del ventriculo izquierdo. Para modular el efecto de TGF-f in vivo, se ha construido un vector
lentiviral que codifica la innovadora proteina recombinante TBRII-SE fusionado en marco con
el dominio Fc de la inmunoglobulina 1 humana (IgG1), denominada Brecept, con la cual se

ha demostrado su capacidad anti fibrética en modelos animales de fibrosis hepatica.



En este trabajo se buscé iniciar con la puesta a punto del método de delivery intramuscular de
un vector lentiviral que codifica Brecept que permita evaluarlo como un potencial candidato

para el tratamiento de la fibrosis cardiaca post-infarto de miocardio.



1. INTRODUCCION E IMPORTANCIA DEL TEMA

La mayoria de las personas que sufren de infarto de miocardio desarrollan una cicatriz del
tejido cardiaco, conocida como fibrosis. La fibrosis cardiaca, es un endurecimiento del
musculo del corazén que conduce a una variedad de enfermedades, en particular a la
insuficiencia cardiaca. Esto se debe a que hay una alteracion en el proceso natural de la
curacion de una herida. En condiciones normales, células especializadas conocidas como
fibroblastos depositan capas de proteinas de coldgeno para formar una cicatriz y, en
consecuencia, permitir sanar las heridas. Sin embargo, en circunstancias anormales, y por
razones que se desconocen, la excesiva produccion proteica de la matriz, como el coldgeno,
resulta en la cicatrizacion patoldgica, o fibrosis. En el corazon, la acumulacion de matriz deja
el 6rgano rigido e inflexible, incapaz de funcionar correctamente y relajarse.! La fibrosis
miocdrdica constituye cambios histologicos y morfoldgicos en respuesta a las variaciones en
la geometria y en la masa miocdrdica, generando una sobrecarga de presion, un incremento
en el estrés de la pared ventricular e induciendo hipertrofia de los cardiomiocitos,
modificaciones que son parcialmente compensatorias y que de forma persistente llevan a
cambios no-adaptativos tanto de las células cardiacas como de la matriz extracelular y de la
microcirculacién coronaria, lo que finalmente se traduce en el remodelamiento del miocardio.?
La matriz extracelular del miocardio estd compuesta por un complejo nimero de
macromoléculas, incluyendo las proteinas de coldgeno. Asi, en el miocardio existen fibras
tipo I, lll y IV, siendo predominantes el tipo 1 (80%) y el tipo III (10%). Un cumulo exagerado
de fibras de tipo I y III explica la fibrosis difusa o intersticial, lo cual define la forma
histopatolégica de la fibrosis miocardica de los corazones humanos sometidos a sobrecarga
de presién en el ventriculo izquierdo.*® Se ha demostrado en modelos animales y estudios
clinicos que la fibrosis miocdrdica se asocia con un incremento en la rigidez del ventriculo
izquierdo, lo cual genera incremento de las presiones de llenado del ventriculo izquierdo y
contribuye al desarrollo de disfuncién diastélica’. La rigidez del ventriculo izquierdo depende
no solo del numero de fibras de coldgeno sino también de las propiedades cualitativas del
mismo.

Desde el punto de vista puramente mecdnico se ha propuesto que la acumulacién progresiva
del coldgeno del endomisio puede resultar en el atrapamiento de cardiomiocitos, generando
una reduccion en la extension del sarcomero, lo que, tal como predice la ley de Frank-Starling,

lleva a una reduccién de la fuerza de contraccién del ventriculo izquerdo.?



El proceso de remodelacion iniciado como una respuesta compensatoria al dafio y al estrés
mecdnico, se convierte lentamente en un proceso que conduce a la disfuncién ventricular
progresiva.” Después del IAM se presenta una importante respuesta inflamatoria en la que se
producen y liberan varias citocinas. Las citocinas son importantes mediadores del sistema
inmune y se pueden subdividir en pro y antiinflamatorias. Estin involucradas
importantemente en procesos patoldgicos como el edema pulmonar, las anormalidades del
miusculo esquelético, la apoptosis de los miocitos, la disfuncion endotelial y diferentes
enfermedades cardfacas.'”

Se ha reportado que en el periodo agudo del IAM, aumenta la produccion de varias citocinas,
entre ellas el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), la interleucina—6 (IL-6), la
interleucina—1 beta (IL-1B) y el factor de crecimiento transformante-betal (TFG-
B1).!112 Estas citocinas son consideradas las mds relacionadas con el proceso de remodelacién
ventricular postinfarto.!* No se encuentran constitutivamente expresadas en el corazén en
condiciones normales.'* Sin embargo ante un dafio al miocardio, se presenta un gran aumento
en sus niveles plasmaticos.!!"#

La fibrosis se asocia con alteraciones de la estructura normal del corazén a nivel de los
cardiomiocitos y a una deposicion en conjunto con una acumulacion excesiva de proteinas de
la matriz extracelular. Los mediadores celulares de la fibrosis predominantemente son los
fibroblastos, se supone que éstos se originan de las células embrionarias mesenquimatosas y
que aumentan en numero Unicamente como consecuencia de la proliferacion de los
fibroblastos adultos residentes. Esta hipdtesis ha sido cuestionada por un estudio que sugiere
que, durante los procesos fibrosantes, los fibroblastos derivados de la médula 6sea y las
células epiteliales también contribuyen a la acumulacién de estos, por medio de un proceso
llamado transicion epitelio-mesenquimal. Las sefiales inductivas, como el factor de
crecimiento transformador beta (TGF-P) y las proteinas morfogénicas 6seas (BMP), estan
disefiadas para regular esa transicién.! TGF-B, es una citoquina multifuncional involucrada en
procesos criticos, incluida la regulacion inmunitaria y la cicatrizacién de heridas junto con la
proliferacién, maduracién y diferenciacién celular.'® Se han identificado tres isoformas de
TGF-B en mamiferos: TGF-B1, TGF-f2 y TGF-B3. Estan codificados por genes distintos que
comparten una identidad de secuencia del 64% al 82%. Estos genes se regulan segin el
desarrollo y de manera especifica para cada tejido.'® Los miembros de esta superfamilia
parecen conducir a la fibrosis en el corazdn, los rifiones, los pulmones y el higado. TGF-1 es
un conocido promotor de la fibrosis cardfaca, ya que se encuentra predominantemente en el
sistema cardiovascular. A su vez, es capaz de inducir la transicion epitelio-mesenquimal,

mientras que la BMP 7, un antagonista de la via de TGF-B, conserva el fenotipo endotelial y



revierte o impide la transicion inducida por TGF-B1. La forma activa de TGF- B se une a los
receptores de membrana y estimula a Smad2 y Smad3 (que también participan en las vias de
sefializacion de las proteinas morfogénicas del hueso). La respuesta fibrética se puede dividir
en tres fases: la fase de inicio, la fase efectiva y la fase de amplificacion. Después de los
estimulos, los niveles de factores de crecimiento y citocinas profibroticos circulantes y
miocdrdicos aumentan, desencadenando la respuesta fibrética.!” En la fase efectiva, estos
factores de crecimiento y citocinas profibréticos se unen a sus receptores y luego
desencadenan la activacion de la via de sefalizacion y factores transcripcionales que incluyen
Smad, proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), proteina quinasa B (PKB,
también llamada AKT) y factor nuclear kappa B (NF-kB). Estas activaciones patologicas
conducen a la transformacién de los fibroblastos cardiacos (CF) en miofibroblastos, que
expresarian la proteina altamente contractii o-SMA y producirfan una serie de
metaloproteinasas de matriz (MMP) e inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) para
regular la homeostasis de la matriz extracelular (MEC). Ademds, estos factores
transcripcionales profibréticos regulan la sintesis y secreciéon de factores de crecimiento
profibréticos y citocinas en las CF. Los factores de crecimiento y las citoquinas secretadas
por las CF u otras cé€lulas, por ejemplo, los cardiomiocitos, las células endoteliales y las
células inflamatorias, pueden funcionar en las CF o los cardiomiocitos, formando una
retroalimentacién positiva y eventualmente amplificando la respuesta fibrética.!”!® La
identificacion de la sobre regulacién de TGF-B1, Smad2 y Smad3 en los corazones fibréticos
apoya la idea de que esta via es importante para el desarrollo y la progresion de la cicatrizacion
cardiaca y la hipertrofia del 6rgano.

La sefializacién candnica comienza cuando las isoformas de TGF-3 maduras y diméricas se
unen a complejos de receptores de la superficie celular que comprenden receptores “Tipo II”
(TBRII) y “Tipo I’ (TRRI)."?

Hace unos afios, cientificos del laboratorio en el que se desarrolld este trabajo de tesis
identificaron una nueva variante de splicing de TGFBR2 en linfocitos humanos. La nueva
isoforma fue denominada TPRII-SE (TBRII Soluble End6geno) y presenta una delecién de
149 nucledétidos en el dominio extracelular (delecion de los tltimos 66 nucleétidos del exén
II y de los primeros 83 nucledtidos del exon IIT del gen 7gfbr2). Esta delecion en el ARNm
produce un cambio en el marco de lectura a partir del aminoacido 68, que se corresponde con
la aparicion prematura de un codén de terminacion, generdndose una protefna truncada de
s6lo 80 aminodcidos carente del dominio transmembrana.”’ Ademads, como consecuencia del
corrimiento de marco de lectura, los 13 aminoacidos del extremo C-terminal de esta nueva

isoforma soluble (FSKVHYEGKKKAW) difieren de los residuos correspondientes en las



otras dos variantes. A diferencia de TBRII y su variante de splicing TBRII-B, la isoforma
TBRII-SE se une a los tres ligandos de TGF-f, en el rango de afinidad pico molar, sin la
participacion de receptores adicionales. Para evaluar funcionalmente la capacidad de TRRII-
SE para modular el efecto de TGF-P in vivo, se ha construido un vector lentiviral que codifica
la innovadora proteina recombinante TPRII-SE fusionado en marco con el dominio Fc de la
inmunoglobulina 1 humana (IgG1), denominada Brecept, con la cual se ha demostrado su
capacidad anti fibrotica en modelos animales de fibrosis hepdtica. A nivel terapéutico, la
administracién de vectores lentivirales portadores de TBRII-SE /Fc en un modelo de fibrosis
hepdtica inducida por tetracloruro de carbono (CCls) en ratas, redujo el dafio hepdtico y el
desarrollo de la fibrosis, a niveles semejantes a los demostrados por TBRII-Fc.*

Cabe mencionar que un vector es un medio transportador que permitird introducir el material
genético de interés.>! Los vectores lentivirales son una especie de retrovirus, el mejor
estudiado es el VIH. Los vectores lentivirales tienen la capacidad de ingresar a la célula e
insertar su material genético en células en activa divisién, como las células madre, y células
que no se dividen, como las células cardiacas. Los lentivirus integran su material genético en
el genoma del huésped. Esta integracion significa que el material genético tiene una mayor
durabilidad, lo que permite una expresién continua del transgén.?>?3-2*

Siguiendo con el tema de la fibrosis tisular, ésta afecta a muchos 6rganos, incluidos el higado,
la piel, el corazén, los rifiones y los pulmones; y es ademds una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo.?® E1 TGF-B se considera un regulador maestro de
la acumulacién de Matriz extracelular (MEC) y, en consecuencia, un impulsor clave de la
fibrosis.?® Dada la sefializacién aumentada de TGF-B en cancer y fibrosis, >’ TGF-p se ha
convertido en un objetivo terapéutico prometedor. Las enfermedades fibroticas causan
anualmente mas de 800.000 muertes en todo el mundo, de las cuales la mayoria se debe a
fibrosis pulmonar y cardiaca. Una remodelacién patoldgica de la matriz extracelular ya sea
por envejecimiento o como resultado de una lesiéon o enfermedad conduce a cicatrices
fibréticas. En el corazon, estas cicatrices causan varias disfunciones cardiacas, ya sea por la
reduccién de la fraccion de eyeccién debido a una matriz miocérdica rigida, o por el deterioro
de la conductancia eléctrica, o incluso pueden conducir a la muerte.?®

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la primera causa de muerte global, representando el
31,8% del total de las muertes.”® Ademds es responsable de una de cada tres muertes a nivel
global y se estima que en el mundo fallecen unos 18 millones de personas al afio.*° El infarto
de miocardio (IM) a menudo conduce a la remodelacion del ventriculo izquierdo (VI), que
se caracteriza por dilatacion ventricular, disminucion del rendimiento cardiaco y mala

recuperacién de la funcién.?! Por lo tanto, los pacientes que escapan a la muerte durante la



etapa aguda de un MI grande tienen alto riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca (IC)
durante la etapa cronica. De hecho, los pacientes con IC post-infarto representan casi la mitad
de los candidatos para un trasplante cardfaco.’? El grado de muerte de los cardiomiocitos
durante la etapa aguda del infarto de miocardio es un determinante critico de la remodelacién
ventricular subsiguiente y la eventual insuficiencia cardfaca, pero el complejo proceso de
remodelacion cardiaca no estd determinado unicamente por eso; las respuestas hipertroficas
ocurren en los cardiomiocitos en la porcion sobreviviente del ventriculo, seguidas de
dilatacion ventricular debido al reordenamiento arquitectonico de los cardiomiocitos y las
células intersticiales que forman el miocardio.*** En ese sentido, la fibrosis miocérdica es
uno de los cambios estructurales mds caracteristicos de los corazones infartados y contribuye
a la disfuncién tanto sistélica como diastélica.*6

Varias lineas de evidencia apuntan al papel fundamental que desempena el TGF-f) durante
la progresion de la fibrosis miocdrdica: (1) TGF-B1 induce aumentos tanto en la produccion
como en la secrecion de coldgeno, aumenta la abundancia de ARNm de coldgeno tipo I y 111
en fibroblastos cardiacos de rata cultivados, y estimula la expresion de proteinas de matriz
extracelular in vivo; (2) la transferencia génica in vivo de TGF-B1 puede inducir fibrosis
miocdrdica;*® (3) la expresién de TGF-P estd marcadamente aumentada tanto en areas
infartadas como no infartadas de corazones después de ML;**’y (4) el TGF-B est4 asociado
con la fibrosis mediada por angiotensina I, mientras que la inhibicién de la sefializacién de
la angiotensina II mitiga la remodelacién cardfaca posterior al IM y mejora la funcién.*'** En
conjunto, estos hallazgos sugieren -fuertemente que TGF-f juega un papel fundamental
durante el proceso de curacién después de un infarto de miocardio y, por lo tanto, afecta la
remodelacién y funcidn cardiacas durante la etapa crénica.

La enfermedad cardiovascular (ECV), una clase de enfermedades que afectan el corazén o el
sistema cardiovascular es responsable del 31 % de todas las muertes y sigue siendo la principal
causa de mortalidad en todo el mundo.*® La cardiopatia isquémica y la fibrosis
endomiocardica son las principales causas de insuficiencia cardiaca terminal. En 2012, 1 de
cada 9 muertes en los EE. UU. se debi6é a insuficiencia cardiaca. Segun la Asociacion
Estadounidense del Corazén, los costos anuales estimados para ECV y accidentes
cerebrovasculares son de $316,6 mil millones por afio, mas que cualquier otro grupo de
diagnéstico.** Los costos estimados de las enfermedades cardiovasculares en Europa son de
210.000 millones de euros al afio.* Existe una necesidad urgente de desarrollar terapias

mejoradas en el drea de la enfermedad cardiaca y especialmente en la fibrosis cardiaca.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.Hipétesis de la investigacion

Si un vector lentiviral que codifica la proteina recombinante Brecept inyectado en el
cuddriceps de ratones produce la proteina, la secreta a la circulacion sanguinea y es capaz de

llegar al miocardio, como un paso inicial para evaluar su efecto antifibrotico en un modelo de

infarto de miocardio.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo General
Evaluar la inyeccion intramuscular de un vector lentiviral que codifica Brecept y medir su

expresion en el cuddriceps y en el suero de ratones sanos.

2.2.2. Objetivos especificos

a) Puesta a punto de la purificacién simultdnea de ARNm y proteinas de tejidos
provenientes de cuddriceps y ventriculo izquierdo de ratones sanos.

b) Evaluar la cinética de expresion de Brecept a distintos tiempos post inyeccién
intramuscular del vector lentiviral mediante ELISA (suero), Western Blot y RT-
gqPCR (cuddriceps y ventriculo izquierdo) para determinar el pico de expresion de

Brecept in vivo.



3. METODOLOGIA

3.1. Evaluacion inicial de la expresion de Brecept en el plasma, cuadriceps y ventriculo

izquierdo de ratones sanos.

Para evaluar si Brecept estaba presente en el plasma, luego del delivery intramuscular del
vector lentiviral,- se inyectaron ratones C57BL/6]J macho de 10 semanas, con el vector
lentiviral Lv.Brecept en el cuddriceps de cada uno de los animales del experimento
cumpliendo con el siguiente esquema:

+ Grupo 1: Se inyect6 vector lentiviral una sola vez en 20 ul (concentracién del vector
4.1x10” Unidades de Transduccién o UT) y las muestras se analizaron a los 2, 5y 7
dias post inyeccion.

+ Grupo 2: Se inyectd vector lentiviral una sola vez en 20 ul (concentracién del vector
4.1x107 UT) y las muestras se analizaron a los 10, 15 y 20 dfas.

# Grupo 3: Se inyect6 vector lentiviral una sola vez en 20 microlitros (concentracién del
vector 2,7x10° UT) + polybreno (es un polimero catiénico que se usa habitualmente
para mejorar la eficiencia de la transferencia de genes mediada por vectores de
retrovirus), y las muestras se analizaron a los 10, 15 y 20 dias.

# Grupo 4: Se inyectd vector lentiviral tres veces en 20 microlitros durante 3 dias

consecutivos en la misma pata (concentracién total del vector 2,7x10° UT).

Luego del sacrificio de los animales a distintos tiempos post inyeccion se obtuvo el plasma y
se evaluaron los niveles de Brecept mediante test de ELISA. Para evaluar la presencia del
vector lentiviral en el cuddriceps y la expresion de Brecept en el sitio de inyeccién se midid
la presencia del ARNm de Brecept por RT-qPCR y de la proteina Brecept por Western Blot.
Ademas, se evaludé mediante Western Blot si la proteina Brecept circulante por plasma era

capaz de localizarse en el ventriculo izquierdo.

3.1.1. Purificacion de ARN y Proteinas

Para la obtencién simultanea de ARN y proteinas tanto en tejido muscular (cuddriceps) y
como en cardfaco de los animales de muestra, se utilizo el kit TransZol (Transgen Biotech)
siguiendo las instrucciones del fabricante. TransZol lisa las células con isotiocianato de
guanidina. En el proceso de lisis de la muestra, TransZol puede mantener la integridad del
ARN. Después de agregar el agente de extraccion de ARN, la solucién se divide en una fase

acuosa incolora y una fase orgdnica rosa. E1 ARN estd en la fase acuosa. El ARN se puede



recuperar por precipitacion con isopropanol. El alcohol isopropilico recupera la proteina. Se
hizo una puesta a punto de esta técnica ya que hubo que combinar dos protocolos diferentes

para optimizar la extraccién de ambas muestras (RNA y proteinas).

3.1.2. Cuantificacion de proteinas con Bradford

El ensayo de Bradford se basa en la union del colorante Coomassie Blue G250 a la proteina.
Estudios detallados indican que el colorante libre puede existir en cuatro formas iénicas
diferentes para las cuales los valores de pKa son 1,15, 1,82 y 12,4.% De las tres formas
cargadas del tinte que predominan en la solucién de reactivo de ensayo dcido, las formas roja
y verde mds catidnicas tienen maximos de absorbancia a 470 nm y 650 nm, respectivamente.
Por el contrario, la forma azul mds anidnica del tinte, que se une a la proteina, tiene una
absorbancia maxima a 590 nm. Por lo tanto, la cantidad de proteina se puede estimar
determinando la cantidad de colorante en la forma ionica azul. Esto generalmente se logra
midiendo la absorbancia de la solucién a 595 nm.*’ Se utiliz6 el SmartSpec™ Plus

spectrophotometer de Bio-Rad del CEMET.

3.1.3. Cuantificacion de proteinas con BCA

Se utilizé el Kit de ensayo de proteinas BCA Pierce™ (Thermo Scientific™). Es un ensayo
de proteinas de dos componentes, de alta precision y compatible con detergentes ideal para la
determinacion de la concentracion de proteinas. El ensayo de proteinas BCA combina la
conocida reduccion de Cu2+ a Cul+ por proteina en un medio alcalino con la deteccion
colorimétrica altamente sensible y selectiva del cation cuproso (Cul+) por 4cido
bicinconinico (BCA).

El primer paso es la quelacion del cobre con proteina en un entorno alcalino para formar un
complejo de color azul claro. En esta reaccion, conocida como la reaccion de Biuret, péptidos
que contienen tres 0 mds residuos aminodcidos forman un complejo de quelato de colores con
iones cupricos en un entorno alcalino que contiene tartrato de sodio y potasio.

En el segundo paso de la reaccién de desarrollo de color, BCA reacciona con el catiéon
reducido (cuproso) que se formé en el primer paso. El producto de la reaccion con un intenso
color purpura es el resultado de la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso.
El complejo de cobre-BCA es soluble en agua y presenta una fuerte absorbancia lineal a 562

nm con un aumento de la concentracion de proteinas. El complejo es aproximadamente 100
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veces mds sensible (limite de deteccién inferior) que el color azul claro de la primera

reaccién.*®

3.1.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western Blots

Las proteinas provenientes tanto de tejido muscular como cardiaco se separaron en geles de
poliacrilamida al 12% con SDS (SDS-PAGE). En primer lugar, se agregaron a las muestras
buffer de siembra para proteinas 5 X con agente reductor y se calentaron 5 minutos a 95°C.
Como control positivo se sembré la proteina recombinante de fusién Brecept.
Adicionalmente, se sembré el marcador de pesos moleculares de proteinas pre-tefiido
PageRuler™ (Thermo Scientific), para poder estimar los pesos de las proteinas separadas. Las
electroforesis se llevaron a cabo en buffer SDS-PAGE 1X a 60 mA, hasta que el frente de
corrida llegaba al final del gel.

Las muestras separadas en SDS-PAGE, fueron transferidas durante 1 hora, a 350 mA con
hielo, a membranas de PVDF (Thermo Scientific, IL, USA) en presencia de un buffer de
transferencia. Luego se incubaron durante 1 hora con agitacién en solucién de bloqueo,
seguido de tres lavados de 10 minutos cada uno, con PBS tween. Las membranas se incubaron
con el anticuerpo monoclonal primario anti-TBRII-SE durante 16 horas a 4°C. Se us6é como
control de carga a la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Como
anticuerpo secundario se empled el anticuerpo a-IgG de ratén conjugado con HRP. La
incubacion con el mismo se realizaba durante 1 hora a 25°C en agitacion, realizando

posteriormente, tres lavados de 10 minutos cada uno, esto se hizo antes y después de la misma.

La deteccion de proteinas se realizé con el kit comercial Amersham ECL Plus Western
Blotting Detection Reagents (GE Healthcare Life Sciences, UK) o UltraScence Pico Plus
Western Substrate (BioHelix, Taiwan) siguiendo las indicaciones de los respectivos

fabricantes.

El proceso de revelado del Western blot se realizé con un kit llamado EasySee®, utilizado
segtin protocolo. Este consta de tres reactivos, el reactivo A, el B y el C, se combinan en una
cierta proporcion para permitir la visualizacion de las muestras transferidas a la membrana de
nitrocelulosa, a través de la quimioluminiscencia, el equipo de revelado utilizado fue el del
CEMET, llamado Las 500 Images®. Y de este modo evaluar la presencia o ausencia de

proteinas en el tejido estudiado, para el dia evaluado.
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4. DESARROLLO

El desarrollo del trabajo se realizé en base a cuatro grupos de muestras que fueron obtenidas
en diferentes tiempos del ensayo. Cada una de ellas presenta diferentes caracteristicas en
cuanto a la dosis del vector y la cantidad de inyecciones dadas al animal. Eso se fue
modificando en base a los resultados que se iban obteniendo en los ensayos.

Los médicos cardidlogos que forman parte de esta investigacion se encargaron de inyectar el
vector lentiviral en el cuddriceps de los ratones experimentales, el cual fue enviado por
nuestro laboratorio. Un vector lentiviral es un tipo de vector utilizado en terapia génica para
entregar el material genético a células de animales. Los lentivirus son un subtipo de virus que
pueden integrarse al DNA de la célula huésped y replicarse junto con €l; le permite asi que el
material genético terapéutico se trasmita a las células hijas durante la division celular. Por lo
tanto, los vectores lentivirales se utilizan para transportar genes terapéuticos a c€lulas objetivo
de manera eficiente y estable. A estos vectores se les inserta el material genético deseado
como un gen terapéutico, y se los utiliza para transportarlos a las células objetivo. Para este
trabajo el vector se realiz6 de la siguiente manera: el ADNc que codifica TBRII-SE con IgG1
Fc se clondé en el vector lentiviral pRRLsinl8.cPPT. WPRE, generando el vector
pRRLsin18.cPPT.CMV-coTBRII-SE/Fc.ires.eGFP.WPRE (Lv.Brecept). Se generaron asf,
lentivirus pseudotipados con proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) por
transfeccion transitoria de los vectores de transferencia junto con el pldsmido de la cubierta
(pCMV-VSVG), el plasmido de empaquetamiento (pMDLg/pRRE) y el plasmido Rev
(pPRSV-REV), en la linea celular 293T, como se describird en el Anexo.*® Los sobrenadantes
celulares se recogieron una vez cada 12 h, durante 48 h, y se congelaron en alicuotas. Los
titulos virales se determinaron mediante la transduccién de células A549, dando 107 TU

(unidades de transduccion) por mililitro.

Pasado el tiempo de ensayo correspondiente en cada grupo de ratones, se procedié con el
sacrificio de estos, luego se continud con la diseccion y extraccion de los tejidos, -el misculo
de la pata que recibié directamente la inyecciéon y del musculo cardiaco, el ventriculo

izquierdo-, los mismos fueron mantenidos a -80°C hasta el momento de ser procesados.

Por otro lado, en el laboratorio, una vez organizadas las muestras y reservadas en el freezer a
-80°C, se procedio con el andlisis de cada una de ellas, a medida que llegaban al laboratorio

los grupos de muestras. La serie de estudios a realizar comenz6 en una primera instancia con

12



la puesta a punto de las técnicas, para lo cual se utilizaron muestras del grupo 1. El primer
paso para llevar a cabo la investigacion de campo consté en la extraccion del material genético
en conjunto con las protefnas, para ello se utilizé una fusién de dos protocolos para el Kit
Tranzol y realizar asi ambas extracciones en un mismo dia de trabajo. Como el protocolo
llevaba 8 hs de trabajo continuo, las extracciones obtenidas se reservaban en el freezer a -
80°C las correspondientes al RNA, y a -20°C las de proteinas. En un segundo paso se debia
cuantificar ambos materiales, para ello se utilizaron dos mecanismos diferentes: en el caso
del RNA se utilizé RT- qPCR y para las proteinas, la técnica de Bradford para los primeros
grupos de estudio y luego la técnica de BCA. Una vez obtenidos los datos de la cuantificacion
de las proteinas se hicieron los cdlculos pertinentes para obtener la concentracién de proteinas
totales que tenia cada muestra y poder asi, continuar con el andlisis a través de la técnica de
Western blot y del revelado de las membranas por quimioluminiscencia en un equipo de
revelado.

En cada una de las secciones siguientes se desarrollan y presentan los resultados de cada
etapa, se anexan ademads resultados y metodologias que se utilizaron como complemento para
la realizacién del trabajo y como ayuda para la toma de algunas decisiones en base a esos

resultados.
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5. RESULTADOS DE CUANTIFICACION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos a partir de los ensayos realizados,
complementados por los resultados de otros procedimientos esenciales para el desarrollo del
estudio. Los detalles completos de los grupos de muestras, su cantidad, el tiempo de ensayo y

la distribucion de estas por tejido se exponen en la Tabla 1.

14
Tabla 1 Muestras totales obtenidas
Se muestra el n° del grupo de muestra, la cantidad de

muestras totales que llegaron para cada uno, el tiempo

de ensayo y la cantidad de muestras para cada tipo de

tejido.
Grupo Cantidad Dias de Cantidad de
de de ensayo muestras por dia
muestras | muestras de ensayo
(totales)

1 30 2,5,7 SmpyS5vi

2 18 10, 15, 20 3mpy3vi

3 30 10, 15, 20 SmpyS5vi

4 10 10 SmpyS5vi

5.1.Muestras correspondientes a cada grupo de ensayo

A continuacion, se presentan las tablas que detallan la disposicién de los animales por grupos
y los tipos de tejidos empleados en el estudio. En la primera columna se indica el dia de ensayo
en que se extrajo RNA y proteinas con el uso de Tranzol®. El protocolo se adapté para
permitir la extraccion simultdnea de ambas moléculas. En la segunda columna se indica el
numero del animal utilizado y en la tercera columna se especifica la masa de tejido empleada.
En un primer momento, se respetd el rango de masa recomendado por el protocolo, que era
de 50 a 100 mg, para ello, se efectuaron cortes en los tejidos con bistur{ y se procur6 dividirlos
en dos partes iguales para poder repetir el ensayo en caso de que surgieran dificultades durante
el ajuste de la técnica, se pesaba el tejido, se tomaba nota al respecto para tener una nocion de

lo utilizado y evaluarlo a medida que se avanzaba con ¢l ensayo.



Glbla 2 Grupo 1: miisculo pata \

Se seleccioné exclusivamente tejido de
musculo de pata para llevar a cabo la

extraccion de protefnas en cuestion.

Dias de = Animal Masa del
ensayo tejido
utilizado(mg)

7 4 52

/Tabla 3 Grupo 1: miisculo cardz’aco\

En este caso, se utilizé un animal de cada

dia para la extraccion.

Dias de Animal Masa del
ensayo tejido
utilizado(mg)
2 57,6
5 5 72,3

K 7 4 754 /
Cabla 4 Grupo 2: miisculo pata \

Uso de tejido tnicamente de musculo de

pata para la extraccién de proteinas

Dias de = Animal Masa del
ensayo tejido
utilizado(mg)

\ 15 2 87,6

{abla 5 Grupo 2: miisculo cardiaco \

Se hizo uso exclusivo de un tejido animal
proveniente del musculo cardiaco para la

extraccion de protefnas.

Dias de Animal Masa del

ensayo tejido
utilizado(mg)
15 2 110.8

N /




En la Tabla 5 correspondiente a una muestra del grupo de animales de la Grupo 2, se realiza
el protocolo de extraccion por primera vez con una masa superior al rango establecido en el
mismo, ya que no se podia volver a cortar el tejido, para no disgregar demasiado la muestra o

bien, perder parte de la misma.

Tabla 6 Grupo 3: misculo pata

Se opt6 por el miisculo de pata como fuente de extraccién de proteinas para
todas las muestras en cuestién. En un primer momento, se extrajeron las
proteinas utilizando cortes de tejido y, posteriormente, se decidié emplear
el tejido completo. El dia 10 del estudio marc6 un punto de inflexién en
este sentido, ya que se abandoné el uso de cortes de tejido y se procedié a

la extraccion de proteinas a partir del tejido completo.

Dias de . Maaa del
ensayo Animal ) .te.] ido
utilizado(mg)

10 1 62

10 2 67,2
10 1 30

10 2 70

10 3 200
10 4 240
10 5 270
15 1 98.8
15 1 180
15 2 200
15 3 270
15 4 270
15 5 260
20 2 81,3
20 1 200
20 2 210
20 3 280
20 4 260
20 5 300




ﬂlbla 7 Grupo 3: miisculo cardiaco \

Se hicieron las extracciones con el

musculo completo para todas las

muestras.
Dias de | Animal Masa del
ensayo tejido
utilizado(mg)
10 170
10 130
10 90

W W=

10 110
10 120

Para la realizacion de la extraccion con el tejido completo, se utilizé el mismo protocolo, s6lo

que se utilizé el equivalente de volumen correspondiente a esa masa pesada, del kit de
Tranzol®. Es decir, por ejemplo, en el caso de la Grupo 3 -musculo de pata/dia 20-, como se
ve en la Tabla 6, dénde se habia pesado 300 mg de tejido, se usaba el triple del volumen a lo

largo de todo el procedimiento para realizar la extraccion.

Tabla 8 Grupo 4: misculo pata

Para mejorar la homogeneidad de las
muestras, se procedié a realizar extracciones
empleando el musculo completo en todos los

casos.

Dias de = Animal Masa del
ensayo tejido
utilizado(mg)
10 1 300
10 2 260
10 3 300
10 4 270
10 5 300
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ﬁabla 9 Grupo 4: miisculo cardiaco \

Se procedi6 a realizar la extraccién mediante

el uso del misculo en su totalidad

Dias de Animal Masa del

ensayo tejido
utilizado(mg)
10 1 120
10 2 110
10 3 130
4
5

10 140
K 10 170 /

5.2.Resultados de la cuantificacion de proteinas

Como se menciono previamente, se llevaron a cabo extracciones basadas en diferentes grupos,
tejidos y masas pesadas para obtener tanto el ARN como las proteinas totales. Posteriormente,
se realizé la cuantificacion de w con el objetivo de determinar la cantidad adecuada de muestra
para ser sembrada en el gel de poliacrilamida del Western blot, teniendo en cuenta que cada
punto de siembra posee una capacidad méaxima de 20 pl para evitar la dispersion a carriles
adyacentes. Estas medidas fueron tomadas para garantizar la precision y la reproducibilidad
de los resultados obtenidos en el andlisis de proteinas.

En la primera etapa del ensayo, se llevé a cabo la cuantificacion utilizando la técnica de
Bradford y se empleé el espectrofotometro SmartSpec™ Plus de Bio-Rad a una longitud de
onda de 595 nm, siguiendo el protocolo establecido. Los resultados obtenidos se detallan a lo
largo de esta seccién. Para aplicar esta técnica, se realizd una curva estdndar utilizando
concentraciones de 2,5, 5 y 10 mg/ml, midiendo la absorbancia de cada una de ellas antes de
proceder a la medicién de la muestra en cuestion. Posteriormente, se extrapolaron los valores
obtenidos a partir de la grifica de concentracion versus absorbancia, tal como se muestra en
la Figura 1. Se multiplicé por el factor de dilucion y por ultimo para trabajar siempre con 20
ug de muestra, y poder comparar los resultados, se dividia 20 por el valor obtenido en la
columna anterior y se lo multiplicaba por mil, obteniendo asi el valor plasmado en la columna
cuyo nombre es gel 20 ug.

Se sigui6 el mismo razonamiento para las siguientes cuantificaciones en las que se utilizaron

las técnicas de Bradford.
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Conc [pg/ml] Abs T s TENDENCIA XFD (200) Gel
0 0 Conc pg/ml 20ug
2,5 0,218 Ventrizg musc vefe 2 (2dias) (2,5 ul) 0,285 4,87 1949,80 10,257
A 5 0,313
10 0,508
Bradford musc vi #2d2 i curva
=055 [ g/mi|Abs595  [promedio
B 06 D onc mg/m
0,323
05 . 2,5 0,113 0,218
oe 0,365
n 5 0,261 0,312
203 * 0,539
02 . 10 0,478 0,5085
01
0 e
0 2 - 6 8 10 12
concentracion
Figura 1 Cuantificaciéon proteinas d2 #2 VI. Técnica: Bradford (Grupol)
A: Tabla que contiene curva de calibracién con los promedios realizados en D.
B: Grifica de concentracién vs Absorbancia
C: Tabla que contiene los datos obtenidos para la muestra a evaluar
D: Tabla que contiene promedios de la curva de calibracién
curva
Conc mg/ml Abs 595 Promedio
0,221
2,5 0,312| 0,2665
B 0,416
Curva Calibracion 5 0,426| 0,421
A 0,656
10 0,574 0,615
15
T 125
K
E 10 Muestras B L1 DENCIE ey (200) €
= s / Conc pg/ml 20ug
'g ’ C musc VI #4 (d7) (2,5 0,285 2,60 1038,63 19,256
g 51—, musc V1 #4 (d7) (5 ul| 0,675 11,06  2211,83 9,042
g
E 25 -/
o

Q 05 1 15 2 25

Absorbancia a595nm

Figura 2 Cuantificacién proteinas d7 #4 VI. Técnica: Bradford (Grupol)

A: Grifica de concentracién vs Absorbancia

B: Tabla que contiene promedios de la curva de calibracién

C: Tabla que contiene los datos obtenidos para la muestra a evaluar y en la tltima columna estdn los ul que hay

que utilizar para el wb




curva

Conc mg/ml Abs595  |Promedio
0,206
B 2,5 0,103 0,1545
0,313
. .y
Curva Calibracidén 5 0,236/ 0,2745
0,579
A 10 0,533] 0,556
15
T 125
k] TENDENCIA: Gel
E 10 Muestras Abs ————— xFD(200)
= Conc pg/ml 20ug
e 75
2 ’ / C musc pata #4 (d7) (2,5 ul) 0,204 3,52|  1408,74 14,197
E 51— musc pata #4 (d7) (5 uL) 0,608 11,01]  2202,51 9,081
g
5 25 +—
8 /
0 -

0 0,5 1 15 2 25

Absorbancia 595nm

Figura 3 Cuantificacién proteinas d7 #4 MP. Técnica: Bradford (Grupol)
A: Gréfica de concentracién vs Absorbancia

B: Tabla que contiene promedios de la curva de calibracién

C: Tabla que contiene los datos obtenidos para la muestra a evaluar y en la tltima columna estdn los ul que hay que

utilizar para el wb

Durante la ejecuciéon de la tesina, se realizaron algunas modificaciones en el protocolo
Tranzol®, con el objetivo de mejorar el rendimiento. Durante los dos primeros grupos de
trabajo, se llevaron a cabo modificaciones en diferentes etapas del protocolo, como se detalla
en cada seccion correspondiente.

En una instancia posterior, se modific6 el método utilizado para la cuantificacion de proteinas
debido a un cambio en la parte final de la extraccién. El uso de SDS al 1% fue reemplazado
por una combinacion de SDS al 2% con urea 8M, y esta ultima interferfa con el método de
Bradford. En consecuencia, se adopté la técnica de BCA para las muestras posteriores, en la
cual no se presentaban interferencias por el uso de la urea. El primer grupo de estudio fue

destinada a optimizar las té€cnicas a emplear en el resto del trabajo.
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ug BSA
0
A 2
4
6
8
10
12
14

Animal 2 dia 15 (VCFC) MP (1:5)

MP (1:10)
B VI (1:5)

promedioc OD prom-bco

0
0,1045
0,187
0,2495
0.3175
0.3905
0477
0,548

promedio OD prom-tug en dil ug sol orig conc (mg/t 20ug

om oD2

0,094 0,099 0,0965
0.196 0.206 0.201
0.276 0.291 0,2835
0,334 0.358 0,346
0.399 0.429 0.414
0.47 0.503 0.487
0.548 0.599 0.5735

0.6445

0.9125
0,605 0,58 0,5925
0,353 0,372 0,3625
0,254 0,267 0,2605

0,816 20,50251 1025126 4100503 4.877451
0,3915 9,836683" 98,36683 3,934673 5,083014
0,079 1,984925 9924623 0,396985 5037975
-0.0855 -2,14824

Figura 4 Cuantificacién proteinas d15 #2 VI y MP. Técnica BCA (Grupo2)

Hay una primera tabla superior A que muestra los mg de BSA que van de 0 a 14 para armar la curva
de calibracién. Para ello se realizé con dos longitudes de onda diferentes (562nm, 650nm) para eliminar
las posibles interferencias, luego se calcula el promedio entre ambas. En la tdltima columna se realizé
la diferencia entre desvio promedio y el blanco para todos los puntos de la curva. En la tabla inferior
B, en la primera columna estd detallado el animal y el dia utilizado, siguiendo del tipo de tejido y la
dilucién utilizada; todo para calcularen una primera instancia, la concentracién (mg/ml) de la muestra
problema y en la tltima columna los 20 ug de muestra, para lo cual se fracciona 20 en la concentracién

obtenida de cada muestra y se obtiene de este modo, cuantos ml tengo que usar de cada muestra, para

tener 20 ug.

En la Figura 5, es todo muy similar a lo antes mencionado, tinicamente que para el grupo 3
de estudio, se procedié con 40ug de muestra ya que no se estaba obteniendo el resultado
esperado en los anteriores WB realizados, con lo cual se decidié hacer esa modificacion a

partir de este grupo de ensayo, para aumentar la probabilidad de tener una mejor visualizacion

de los resultados posteriores.
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ug BSA

Figura 5 Cuantificacion de proteinas d10 animales #3- #4 y d15 animales #1- #2. Técnica BCA

(Grupo 3)

Aligual que en la Figura anterior hay una primera tabla superior A que muestra los mg de BSA a dos longitudes
de onda diferentes (562nm, 650nm), luego el promedio y la resta entre desvio promedio y el blanco para todos

los puntos de la curva. Y también presenta una tabla inferior B para los dos animales del dia 10, dos del 15 y

0oD1

0oD2

0,102

0,103

0,183

0,179

0,24

0
2
4] 0,24
6 0299

0,204

0,232 0,238

promedio

0,1025
0,181
0,24
0,2965
0,362
0,4345
0,5225
0,556

03185

QD prom-bco

0

0,0785
01375
0,194
0,2595
0,332

0,42
0,4535

QD - blancc ug en dil

ug sol orig conc (mg/m

0,216 6,48643648 64,5648648 2,5945945¢ 15 416666€ #1 dia 15 T3
0,2425 7,28228228 72,8228228 2,91291291 137319587 #3 dia 10 T3
0,2485 74624624 74,624624¢ 2,9849849¢ 13,4004024#4 dia 10 T3
0,1325 3,97897897 39,7897897 1,59155915¢€ 25,1320754#2 dia 15 T3
0,2435 7,31231231 731231231 292492492 13 6755646 #2 dia 20 T3

40

uno del 20.

ugBSA  0D1 0D2 promedio 0D prom-bco
of 0119 | 0116 0,175 0 promedio 0D prom-tug en dil  ug sol orig conc (mg/r 40ug

A 2 0147 | 01479 0,163 0,0455 B #d15 0223 | 0216 02195 0,102 4766355 2383178 953271 4,196078
4 0188 | 0213 02005 0,083 #2d15 0.15 0,151 01805 0,033 1542056 77,1028 3084112 12,9697
6l 0218 | 0.265 0.2415 0124 #3d15 0215 | 0229 0,222 01045 4883178 244,1589 9.766355 4095694
Bl 0281 | 0259 021 01525 #4d15 0,169 | 0,166 0,1675 0,05 2336449 1168224 4672897 8,56
100 0228 | 0339 02835 0,166 #6415 0183 | 0.179 0,181 00635 296729 1483645 5934579 6,740157
12 039 | 0393 03915 0274 #1d10 0381 | 0392 03865 0,269 1257009 626.5047 25,4019 1591078
14 04405 0323 #2410 0351 | 0.366 03585 0,241 1126168 563,0841 2252336 1,775934
16 0447 10,3295 #3d10 0,665 05475 2558411 1279206 5116822 0,781735
18 05195 0402 #4410 06135 0496 2317757 1158879 46,35514 0,862903

#4d10 0,754 06365 2974299 148715 5948598 0672427

Figura 6 Cuantificacién proteinas d10 animales #1 a #5 y d15 animales #1 a #5. Técnica BCA (Grupo3

Se muestran los resultados de la cuantificacién de = para el dia 10 completo al igual que el dfa 15. Para este ensayo

se hicieron las extracciones con la totalidad del tejido proveniente de la remocién de estos, por parte de los

cardidlogos encargados de esa parte del estudio.




ug BSA 0D1 QD2 promedio  OD prom-bco 0OD-blancougendil  ug sol orig conc (ma/m 40

o[ o421 [ o417 0 0144 | 0149 01465 00275 0,98566308 955663082 0,39426523 101, 454545 #1d20 mp 13
2[ 0161 | 047 0,047 013 | 0128 0,128 0.01 0,35542293 3,53422930 0, 14336917 279 #2420 mp 3
4 0188 | 020 0,076 013 | 0% 0128 0,003 032253054 3,22580645 0,12903225 30 #d20 mp 13
6l 0216 | 0229 2225 01035 0125 | 0424 01245  0,0055 0,197132611,97132676 0,07885304 507, 272727 #4420 mp 13
A [ 025 | 02 0,1365 B 0165 | 0471 0168 0,049 1,75627240 17 5627240 0,70250896 56 9357755 #5020 mp t3
0 0264 | 0272 0268 0148 0243 | 0227 0235 0,116 4,15770609 41 5770608 1,6630824 F2A051128 110 mp t4
‘2_ 053 0418 0315 | 0319 037 0193 7.09677418 70,8677414 2,63570967 14,0908080 #2410 mp t4
14 0,619 05 0284 | 0285 02845 01655 593159964 59,3159964 2,37275955 16,8580060 #3410 mp 4
0277 | 0287 0282 0,163 554229390 58,4229300 2,33691 756,07, 1165644 400 mp t4

0172 | 0175 01735  0,0545 1,95340501 19,5340501 073136200 511926605 %110 vi t4

0118 | 0127 01225  0,0035 0,12544802 1,25443028 0,05017921 797142857 #2d10 vi t4

0,31 0,234 0297 0,178 6,3799283163,7992831 2551971321516 RA1GR3) #310 vi

0424 0,13 01255 00065 0.232674912,32974310 0,09315896 429, 230768 #4d10 vi t4

013 | 014 0137 0,013 0.645161296,451612900,25505451 155 #5010 vi td

0128 | 0128 0128 0,009 0.32258054 3,22580645 0,12903225 310

022 | 023 0,228 0,113,94265233 39 4265233 1,5770600 2518606964 2110 vi 3

0197 | 0211 0204 0,085 304659493 30 4650498 121863799 32,8235204 £2d10 vi 3

0223 | 023 0,228 0,113.94265233 39 4265233 1,577060025,3606964 #3410 vi 3

0206 | 0216 0211 0092 328749103 32,8749103 1,31399641 30,3260368 #4010 vi 3

0.252 0.27 0260 0,142 508960573 503960573 2,035642 2010647867 #5010 vi 13

Figura 7 Cuantificacion proteinas d10 animales #1 a #5 VI (Grupo3), d20 animales #1 a #5 MP
(Grupo3), d10 animales #1a #5 VI y MP (Grupo4). Técnica BCA

La tabla A y B dentro de la Figura respetan el mismo sentido antes mencionado, la diferencia radica en las muestras

que se cuantificaron.

6. RESULTADOS DEL WESTERN BLOT

Una vez obtenidas las cuantificaciones, se procedié con el Western blot (WB), cuyos
resultados se muestran debajo. Se realiz6 el procedimiento siguiendo el protocolo mencionado
en el apartado Metodologia subseccion 3.2.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) y Western Blot.

Para realizar este procedimiento se utilizaron dos geles de poliacrialamida, uno con GADPH
como control de carga y el otro con un anticuerpo monoclonal (Ac Mo) especifico Anti-
Mouse IgG HRP (anticuerpo especifico para detectar la proteina de interés).

Ambos geles se sembraron, de izquierda a derecha de la siguiente manera, primero un
marcador de peso molecular como referencia para comparar los resultados de las muestras, la
siguiente calle contenfa la muestra reducida gracias a una combinaciéon de beta-
mercaptoetanol y loading; y otra calle que incluia la muestra no reducida, s6lo con loading.
En el caso del gel en donde se usaba el Ac Mo se hacia un control extra con Brecept también
oxidado y reducido; para comparar las bandas que tendriamos que ver provenientes de las
muestras respecto de las del Brecept, que es la proteina que estamos esperando encontrar.
Las bandas correspondientes a Brecept tienen diferentes pesos moleculares: para el caso de
reducido es entre los 40 y 55 kDa y el no reducido involucra dos bandas, una entre los 35y

40 kDa y la otra entre los 40 y 55 kDa.
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6.1. Grupo1 WB

WB.

/ Tabla 10 Muestras WB: Grupo 1 \
Se detallan las muestras que fueron procesadas en el
Dia de ensayo Animal Tejido
2 2 VI
7 4 MP

N

7 4 VI /

El tiempo de revelado no es siempre el mismo, ni en el mismo ensayo, para las dos membranas

incluso, es diferente. Para llegar a hacer esta presentacion de los resultados, se tuvo que ir

probando el periodo de exposicion a diferentes tiempos, y fueron mostrados aquellos

resultados en donde estaba mas visible el bandeo, en el caso de que lo hubiera.

Para analizar adecuadamente las membranas de cada WB se debieron contemplar varias

situaciones, entre ellas, que fuese visible el patron de peso molecular en ambas membranas;

en el caso de la membrana de GAPDH, se debian ver bandeos de proteinas totales, para ver

que habian sido correctamente cargadas las muestras. En base a ese resultado, se podia

contemplar el andlisis de la membrana de AcMo. En ella se debian visualizar las bandas

GAPDH mAb Ac Mo mAb
Mouse Brecept
R NR R NR R NR R NR

100 kDa
100 kDa 70 kDa
70kDa § 55 kDa

55 kDa 40kDa

40 kDa p———— 35 kDa

35 kDa

. 0

Tiempo exposicién: 7' Tiempo exposicion: 1’

Figura 8 Dia 2 #2 VI (Grupol)

Se ven los resultados del bandeo para cada uno de los geles y el
tiempo de exposicién hace referencia al tiempo en que fue
expuesta la membrana a la quimioluminiscencia, en el equipo

de revelado.

correspondientes a Brecept
que era lo que se estaba
buscando encontrar en las
muestras de los ratones. En
caso de no ser visibles, no se
podia creer en el resultado del
bandeo de muestras, pero si se
lo tenia en cuenta para un
posterior ensayo al resultado
obtenido. Caso

contrario,

siendo visibles las bandas de
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Brecept, se podian analizar de este modo, de forma correcta las muestras de ese ensayo.

GAPDH mAb Ac Mo mAb
Mouse Brecept
R NR R NR R NR R NR
100 kDa
100 kDa 70 kDa
70 kDa 55 kDa
55KDa 40kDa|

40 kDa
S - 35 kDa

35 kDa

-——
l_ e —
Tiempo exposicion: 30" Tiempo exposicion: 1’
Figura 9 Dia 7 #4 VI (Grupol)
Se ven bandas en todas las calles de la membrana que contiene el GADPH,

aunque las bandas del no reducido no estdn del todo correctas, ya que falta

una banda a la altura de 40/50 kDa. En el caso del AcMo se ven tenues

las bandas de control del Brecept y las del animal en cuestién se ven leves

las bandas no reducidas.

Dicho analisis mencionado, se debid realizar en cada uno de los WB. Se debia tener en cuenta
ademds cuando se descongelaba la alicuota del GADPH y del AcMo de no tenerlo en heladera
por mds de tres semanas, ya que ese fue el causante de generar repeticiones de ensayos, debido
a que la actividad de los mismos va decayendo con el paso de los dias. Otra cuestion a tener
en cuenta era el uso de los buffers de transferencia y de lavado, los cuales eran rotulados con
la fecha de preparacion y asimismo se lo colocaba una marca para saber cudntos usos tenia el
mismo, porque solo se los usaban cuatro veces, se descartaban y se preparaban de nuevo. Con
respecto al buffer de lavado, se utiliz6 PBS tween, el cual no duraba mds de dos o tres
procedimientos, con lo que no generaba mayores problemas, se lo preparaba de nuevo.

De no tenerse en cuenta todos estos detalles, hubiese habido mas inconvenientes en los
ensayos, pérdidas de muestras y aumento de gastos de recursos econémicos y de reactivos en

forma innecesaria al laboratorio.
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GAPDH mAb Ac Mo mAb

Mouse Mouse Brecept
R NR R NR R NR
100 kDa |
. 70kDa
e
55 kDa
40 kDa
40 kDa -
.~ - 35 kDa
35 kDa
Tiempo de exposicion: 1 segundo Tiempo de exposicion: 5 minutos

Figura 10 Dia 7 #4 MP (Grupol )

Como en la Figura anterior, que corresponde al mismo dfa de estudio, pero
para el tejido cardfaco, se ven lineas en el control del GADPH, con lo que
las bandas tenues de la membrana del AcMo son vélidas para el andlisis,

ya que el control de Brecept también se ve. Hay bandas correspondientes a

la proteina que se busca en este dia de ensayo.

El grupo 1 sirvi6 para optimizar y poner a punto los métodos, como ya se menciond
anteriormente. Sirvio para evaluar cuestiones que iban surgiendo al realizar los ensayos, que
fueron encaminando el curso del trabajo. Esas incégnitas, dudas que surgian, sirvieron para

mejorar en los proximos grupos de muestras.

6.2. Grupo 2 WB

Cémo puede verse en la Tabla 11 s6lo se utilizé el dia 15 de ensayo, porque en simultaneo se
realiz6 el cultivo celular, de células transfectables 293T, desarrollado el método en el apartado
Anexo, (9.2.1: Recuento celular) y la posterior transfeccion, también explicada dentro del
Anexo, (9.2.2: Transfeccion), en donde se buscé mejorar el titulo del vector lentiviral que iba

a ser inyectado en los nuevos animales de estudio.

/Tabla 11 Muestras WB: Grupo 2 \
Muestra el animal utilizado y el tejido.
Dia de ensayo Animal Tejido
15 2 VI
15 2 MP

\_ J
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GAPDH mAb Ac Mo mAb.

Mouse Brecept Mouse Brecept
Musc pata vl Musc pata vl
NR R NR R NR R NR R NR R MR R
r
100 kD
100kDa 70 kD& ‘ ’
70 kDa 55kDa | 8 "
55 kDa b4
“““““ a0kDa | o
40 kDa
“““ - . 35KkDa | o
35kDa| —
Tiempo exposicion: 17 Tiempo exposicion: 5'

Figura 11 Dia 15#2 VIy MP (Grupo2)

Se presentan los resultados para el animal 2 del dia 15, para ambos tejidos. En dénde se puede

decir que dicho animal pudo generar la proteina Brecept en el tejido de la pata, ya que se
visualizan bandas acordes a las del Brecept. Ademds, ambos controles dieron correctos (el

GADPH vy el Brecept).

6.3. Grupo 3 WB

Tabla 12 Muestras WB: Grupo 3

Se detallan las muestras utilizadas del grupo 3 y

el tejido utilizado. A continuacién, se exponen los

resultados de los WB correspondientes.

Dia de ensayo Animal Tejido
10 1y2 MP
15 1 MP
20 1 MP
10 3y4 MP
15 2 MP
10 1,2,3,4,5 MP
15 1,2,3,4,5 MP

10 (repeticién) 1,2,3,4,5 MP
20 1,2y3 MP
20 3,4 MP




Brecept Mouse Brecept

Musc pata #1 Musc pata #2

NR R NR R NR R NR R e NR R
100 kDa
70 kDa
sskDa = o
i - -
40 kDa - - W F28)
35 kDa
- e
—

Tiempo exposicion: 7*
Tiempo exposicion: 10

Figura 12 Dia 10 #1 y #2 MP

Se ven bandas intensas en el dfa 10 de estudio, para los animales #1 y #2. En este caso se utilizaron

cortes del tejido del musculo de la pata, es decir, no se utilizé el tejido completo como si se hizo

mds adelante. El control de carga, del GAPDH dio con bandas visibles, pero el Brecept no se

visualiza, con lo que se tuvo que repetir el ensayo.

Mouse Brecept

2rees Mouse Brecept

Musc pata #1d15 Musc pata #1d20 Musc pata #1d15  Musc pata #1d20

NR 2 NR R NR R NR R NR R NR R
100 kDa
70 kDa = . o
.
35 kD o | = e
40 kDa b " - -
35kDa N o

Tiempo exposicion: 30"
Tiempo exposicion: 15

Brecept

Figura 13 Dia 15 #1 y dia 20 #1 MP

Se muestran los resultados del WB correspondiente al #1 tanto del dfa 15 como del 20, en la membrana

del AcMo se sefiala con una flecha el Brecept casi en el medio de la placa ya que hubo que hacer un

injerto de dos geles por un error de procesamiento inicial. En este caso, si bien se ven las bandas de

ambos controles, no hay bandas en los dfas de estudio empleados.




GAPDH mAb
Mouse Brecept
Musc pata #3d10 Musc pata #4d10 Musc pata #2415
N g NR R NR R NR R
100kDa = s
70kDa W=
s5kDa
40kDa : u »e
35 kDa v

Tiempo exposicion: 30”

Figura 14 Dia 10 #3 y #4 MP y dia 15 #2 MP

de Brecept dio correcto.

Mouse Brecept
Musc pata #3d10 Musc pata #410 Musc pata 215
NR R NR R NR R NR R
b
-
-
“ 4

Se puede observar un buen control de carga de muestras en la membrana del GAPDH, pero no asf en la del

Tiempo exposicion: 12’

AcMo, ya que no se visualiza la protefna que se estd buscando para esos animales y dias de estudio. El control

GAPDH mAb

Mouse Brecept
Mz Must  Mes o pu g
para sl pata 2 B33 wa33 pyaas

— O, A N

—
NX N NR NR NE

100 kDa
70%Da E
55kDa
40kDa
35 kDa

Tiempo exposicion: 5'

repetir el mismo.

Ac Mo mAb

— .
——
—_——

Figura 15 Dia 10 animales #1, #2, #3, #4 y #5 (Grupo 3)

Analizando este caso, el control de carga dio negativo, entonces el resultado que se obtuvo en

Mouse Brecept
Musz  Nuse Mo paue e
1 2 LS £
o2l panasl A3 ey s
kR NR NR N e

Tiempo exposicidan: 7

la membrana de AcMo, aun obteniéndose correctamente el Brecept, y bandas en algunos

animales, no se puede tener en cuenta este resultado para seguir el ensayo, con lo cual se debi6




GAPDH mAb Ac Mo mAb

Mouse Brecept Mouse Brecept

Mu: Mt Mo puir e Msx MiX MDE  Mix  Mu

gudl pus '%1 P pen A st n;-;;_owj? s e i
NZ MR NR NR NR MR NR AR AR
100 kDa : -
70kDa = g T
55 kDa — r 2 —
40 kDa — o
35 kDa - &
" e e
Tiempo exposicidn: 1° Tiempo exposicidn: 7'

Figura 16 Dia 15 animales #1, #2, #3, #4 y #5 (Grupo 3)

En este ensayo hay un buen control de carga por parte del GADPH, dando bandas en la mayor
parte de los animales, al igual que el Brecept en la membrana del AcMo. Con lo cual las bandas
que se obtuvieron en los animales 2, 3, 4 y 5 son vélidas. Brindan informacién importante para

continuar el ensayo.
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Figura 17 Dia 10 animales #1, #2, #3, #4 y #5 (repeticion del ensayo) y dia 20 animales #1, #2 y #3 (Grupo 3)

Se hizo una repeticién para todos los animales del dia 10 provenientes del Grupo 3, debido a que cuando se efectué

por primera vez no hubo sefial en el GAPDH con lo que los resultados de la membrana con el AcMo no eran

confiables, ya que la membrana del GADPH es un control de carga que se debe tener en cuenta para hacer la

comparativa entre las membranas. Entonces lo que se hizo fue sacar una nueva alicuota de GADPH del freezer para

realizar este ensayo. Se ven algunas bandas en el dfa 10 de estudio, para los animales 1 y 2, como el control de

Brecept estd correcto, se tienen en cuenta estos animales para continuar con el estudio.

3

6.4. Grupo 4 WB

Tabla 13 Muestras WB: Grupo 4

Animal
1,2,3,4,5

Dia de ensayo
10

Tejido
MP
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Figura 18 Dia 10 animales #1, #2, #3, #4 y #5 (Grupo 4) y dia 20 #4 y #5 (Grupo 3)

El control de GADPH result6 correctamente, viéndose las bandas de proteinas para las muestras tanto
del dia 10, como las empleadas del dia 20. El control de Brecept también fue correcto, con lo que las

bandas tenues que se ven en las muestras 1, 3 del dfa 10 del grupo 4 y la muestra 5 para el dia 20 del

grupo 3, son para tener en cuenta para el andlisis posterior.




7. CONCLUSIONES

Este proyecto representa una iniciativa ambiciosa y multidisciplinaria que involucra a un
equipo de expertos de diversas dreas, el cual tiene como objetivo el desarrollo de un nuevo
farmaco capaz de prevenir la formacion de fibrosis en el tejido cardiaco. Este logro no solo
supondrd una revolucién en el campo de la farmacologia, sino que también contribuird a evitar
las complicaciones post-infarto y, en muchos casos, la muerte.

Al haber leido trabajos de investigacion, tesis, articulos de revistas de investigacion se puede
concluir que como la fibrosis cardiaca es uno de los principales problemas en pacientes que
han sufrido un infarto de miocardio, y actualmente no hay tratamientos efectivos disponibles
para prevenir su desarrollo, el estudio de investigacién realizado en el laboratorio, enfocado
en el desarrollo de un nuevo biofdrmaco para evitar la fibrosis cardfaca, es de gran relevancia
ya que podria representar una nueva opcién terapéutica para pacientes con enfermedades
cardiovasculares. Como se mencioné anteriormente, la enfermedad cardiovascular es la
principal causa de mortalidad en todo el mundo, por lo que la importancia de desarrollar
terapias mejoradas en este campo es evidente. A través de la investigacion de nuevos
tratamientos, como este biofdirmaco que tiene como diana el TGF- B, una citoquina encarga
de la acumulacién de la matriz extracelular y de inducir el proceso fibrético en el tejido
cardiaco. Se logré poder modular esta diana in vivo al haber creado un vector lentiviral
especifico para la proteina recombinante TBRII-SE que se une a las tres isoformas de TGF-p.
TBRII- SE se fusiond con el dominio Fc de la IgG1 humana, Brecept, como se menciond en
la introduccién abre la posibilidad de mejorar la calidad de vida de los pacientes con
enfermedades cardiovasculares y reducir los costos econémicos y de salud asociados con estas

enfermedades, ya que estd demostrada su capacidad anti- fibrética en tejido hepatico.

Este trabajo tiene dos objetivos especificos, uno de ellos es sobre la evaluacién de la cinética
del farmaco Brecept a distintos tiempos post inyeccion intramuscular del vector lentiviral
mediante las técnicas realizadas a lo largo de la investigacion plasmada en este trabajo de
campo cuya finalidad era determinar el maximo de expresion de Brecept in vivo, para los
tejidos animales tratados en la tesina. Ademas de mencionar los cambios que se hicieron en
los protocolos originales para mejorar los rendimientos, las puestas a punto de las técnicas, se
fue evaluando también que dias de ensayo eran los mds 6ptimos para indagar y profundizar al
respecto. Para ello, se inici6 con muestras de los dias 2, 5 y 7, correspondientes al grupo 1 de

muestras. En ellos se obtuvieron sefales bajas en el cuddriceps de los ratones, excepto en el
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dia 7, con lo cual se siguieron evaluando condiciones adicionales que permitieran brindar
mejores resultados. Luego se prosiguié con los dias 10, 15 y 20, en una primera instancia se
hicieron las extracciones con cortes de los tejidos; y en una segunda con los tejidos completos,
viendo en este ultimo caso un pico de sefial en el dia 10, y algo de sefial en los otros dias. Se
repitio este ultimo ensayo aumentando la carga del vector en conjunto con polybreno, y se vio
nuevamente un pico en el dia 10, aunque mostraban sefial algunos animales de los otros dos
dias. En el ultimo ensayo que abarcé este trabajo, se hizo una inyeccion durante tres dias
consecutivos, pero con el mismo titulo del vector que los animales del grupo 3, aunque esta
vez, unicamente para el dia 10, dando nuevamente sefial intensa en algunos animales. Todo
lo mencionado en este parrafo corresponde al musculo de la pata, ya que, al no haber proteina
en suero, no se procedié a hacer la investigacion sobre el tejido cardiaco. Es decir, que el
tejido animal en donde fue aplicado el vector, pudo generar la proteina de interés, pero no asi
en el musculo cardfaco, ya que en los ensayos de ELISA, no se pudo comprobar presencia de
Brecept y, por lo tanto, no se la espera encontrar en el tejido diana que es el tejido cardiaco.
Por dicho motivo no se realizaron los WB de todas las muestras de ventriculo hasta no
optimizar esa parte del ensayo y verificar que efectivamente Brecept se secrete al plasma y
finalmente llegar as{ al corazon. Para seguir con la investigacion y verificar la presencia de la
proteina en el ventriculo izquierdo, es necesario realizar algunas modificaciones en cuanto a

la inyeccion o a las concentraciones del vector.

Si bien, con los resultados obtenidos hasta la fecha, no se puede avanzar a la siguiente etapa
del desarrollo del farmaco, queda abierta la posibilidad de continuar con la investigacion, ya
que se obtuvieron resultados muy positivos de casi todos los animales del dia 10 del grupo 3,
como los del dia 10 del grupo 4, ya que se obtuvieron bandas correspondientes al Brecept,
que se pudieron visualizar en el revelado por la técnica de quimioluminiscencia para las
membranas del western blot, con lo cual el musculo de la pata, en dénde fueron inyectados,
pudo transcribir la informacién genética del vector y traducirlo a la proteina Brecept. Esos
resultados en conjunto con los obtenidos por medio de la técnica de ELISA del suero,
brindaron informacién y abrieron el panorama para modificar el enfoque de como continuar

mediante las modificaciones pertinentes en los siguientes grupos de estudio.

A lo largo del desarrollo se fueron haciendo diferentes modificaciones en las técnicas o en las
consideraciones que se tenfan para llevar a cabo las mismas, como por ejemplo, el aumento
de la cantidad de masa de tejido utilizada para hacer las extracciones de proteinas, o bien

cambiar el método de cuantificacion de Bradford a BCA, si bien hubo varios ensayos fallidos
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que desencadenaron en la busqueda del o de los errores posibles para, de este modo, poder
evitarlos o remediarlos en la siguiente Grupo de ensayo y buscar de esta forma acercarnos un

poco més al objetivo principal.

En resumen, el presente trabajo representa los pasos iniciales para establecer un método de
delivery intramuscular de un vector lentiviral que codifica Brecept y brinda las bases para
continuar evaluando y desarrollando esta técnica para el desarrollo de terapias mas efectivas

para prevenir la fibrosis cardiaca.
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9. ANEXO

9.1.RT-qPCR

La PCR de transcripcion inversa cuantitativa (RT-qPCR) se usa cuando el material de partida
es ARN. En este método, el ARN se transcribe primero en ADN complementario (ADNc)
mediante transcriptasa inversa a partir de ARN total o ARN mensajero (ARNm). Luego, el

ADNC se usa como molde para la reaccién de gPCR.*

!
MRNA iy

« Oligo(dT)s
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+ Sequence-specific Primers
= DNA Pol ( » fs - )
A 25«
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Figura 19 RT-qPCR en un paso vs. dos pasos

Los ensayos de un solo paso combinan la transcripcién inversa y la PCR en un solo tubo y tampdn, utilizando
una transcriptasa inversa junto con una ADN polimerasa. La RT-qPCR de un paso solo utiliza cebadores
especificos de secuencia. En los ensayos de dos pasos, los pasos de transcripcion inversa y PCR se realizan

en tubos separados, con diferentes tampones optimizados, condiciones de reaccién y estrategias de cebado.

Los termocicladores miden la acumulacién de producto de ADN después de cada ronda de
amplificacion por PCR utilizando reporters fluorescentes. Hay dos tipos de composiciones
quimicas para detectar productos de PCR, el SYBR® green o sondas TagMan®.

Los datos primarios de un experimento de PCR en tiempo real son una curva de amplificacion,
que muestra la sefial fluorescente en unidades fluorescentes relativas (RFU) frente al nimero
de ciclo y registra la acumulacion del producto amplificado. La linea de base se mide de forma
temprana en el proceso de amplificacion antes de que el instrumento pueda detectar la
formacién del producto. A medida que el producto se acumula, llega a un punto en el que el
instrumento puede detectar el cambio en la sefial por encima del nivel de fondo: esta es la
porcion exponencial de la curva. El umbral de deteccion es el nivel de fluorescencia donde la
acumulacién de producto se puede distinguir del fondo. Este umbral se establece

automdticamente por encima de la linea de base, dentro de la regién exponencial de la curva
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de amplificacion. El nimero de ciclo donde el producto de amplificacién cruza ese umbral de

deteccién es el ciclo de cuantificacién (Ct o Cq).>°

Para la realizacién como complemento de este trabajo, se cuantificaron por RT-qPCR los
niveles de ARNm de Brecept utilizando primers especificos. EI ARN total se purificd
utilizando PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen). E1 ARN total se cuantific6 mediante el
empleo de RiboGreen RNA quantification Assay (Invitrogen). La presencia de inhibidores
presentes en las muestras de ARN se certificé utilizando la cuantificaciéon por qPCR de la
amplificacion del amplicon SPUD. El cDNA se genero utilizando 0,6 ug de ARN, empleando
Superscript IV Reverse Transcriptase, and oligo dT (20) primers, ambos Invitrogen. La
integridad del ARNm se estim6 mediante el ensayo 3:5° by RT qPCR utilizando primers
GAPDH. La determinacion de los niveles de ARNm de los diferentes genes por RT-qPCR se
realiz6 utilizando el ciclado térmico de qPCR StepOne real-time PCR System (Applied
Biosystems). Las reacciones de 10 «I se realizaron por triplicado conteniendo 2 ol de cDNA
(dilucion 1/15), 400 nM de los primers especificos correspondientes y Power SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems). Para la evaluacion relativa de los niveles a ARNm de los
distintos genes se amplificaron también por RT-qPCR, el gen de referencia utilizado fue el
GAPDH, también en triplicado. Todos los procedimientos realizados fueron los
recomendados en las guias MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments). La cuantificacion relativa de la expresion génica se

determinard mediante el método CT comparativo.

~

mobral

Figura 20 Grdfico de amplificacion de una PCR a tiempo real

Se muestra la relacion entre la linea base, umbral de deteccién y ciclo de cuantificacion (Cq)




9.2.Resultados obtenidos en la RT-qPCR para las muestras utilizadas

A continuacidn, se presentan las imdgenes que contienen los resultados de las cuantificaciones
realizadas a través de RT-qPCR para las muestras de RNA y de este modo corroborar si las
muestras de ambos tejidos de estudio tenfan el RNA que codifica para la proteina buscada,
Brecept.

La Figura 21 y la Figura 22 muestran los resultados de la cuantificacién de RNA para un
mismo animal, la primera es sobre tejido cardiaco y la segunda es sobre el musculo de la pata.
En ambas se ve en el final de cada una de las tablas la cantidad de RNA que contenian las
muestras, por ende, se procedié a procesar las proteinas con el WB. Y asi sucesivamente
ocurrié con las demds muestras, pudiendo seguir con el ensayo de la cuantificaciéon de

proteinas en ambos tejidos.

9.2.1. Muestra #4d7 VI (Grupo 1)

A E c D E F G H J K L ] M a0 P
Block Tup d8well

2 | Chemistry SY'BFR_GREEN 3

3 |Enperimer C:bApplisd Biosystems!: h Mz6 u]
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23 BT 1 -32331 -20817 -2434.3
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25 |C4 1 301546 20334 9433 472413 promedio 472413

23 |Cs 1 -33635 -2154,1 -2483,1 natul dilucion 216747 13841

30 |C6 1 -2z -M87.3 -1986.5 ngiul 433.493

31 |CT 1 -23338 19767 -2313.2

3z |Ch 1 -2346 -13254 -22774

33 | D1 1 -3087.5 -1376,8 -2337.4

=d AP 1 dA7ITE NG9NR 7 13409 9

Figura 21 RT-qgPCR #4d7 VI t]
Ensayo de RT-qPCR para una muestra del grupo 1 de ensayo. Se ve la grifica de la curva estdndar para poder
extrapolar la muestra incégnita y saber la concentracién de RNA que presenta la muestra, para ello se realizaron
los cdlculos necesarios que se muestran en la tabla con bordes negros.




9.2.2. Muestra #4d7 MP (Grupol)

A B C D E G H J K L M N 0
1 Block Type48well
2 Chemistry SYBR_GREEN
3 |Experimen C:\Applied Biosystems\StepOne Software v2.3\experiments\Maiten\20220404 muscpata cuant.eds
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14 /A6 1 207883 © 15 18904,30078 0.5 " 1842023
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25 |C4 1 251346 17511 8791 ng/ul dilucion 1418526 4,229743
29 |C5 1 66095 4752898 3185898 ng/ul 141.8526
n re 4 2M49E 2 AE767 192304 200

Raw MNats iy ]

Figura 22 RT-gPCR #4d7 MP t]

Se representan los resultados correspondientes al mismo animal anterior, sélo que en este caso corresponde

al musculo de la pata.
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9.2.3. Muestra #2d15 MP y VI (Grupo2)

A B C [t} E F G H
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4 1 896423 45136 159909 Al 11,3412
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45 €6 1 Eng A9 2S5
a7 |ET 1 30531 20056 20195
48 [EB 1 31116 2463 23609

Figura 23 RT-gPCR #2d15 MP y VI 12
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Se plasman los resultados correspondientes al grupo 2 de ensayo, para ambos musculos de un mismo

animal. Se muestra la grifica de la curva estdndar y las tablas con los valores calculados de las

concentraciones de RNA para esas muestras.




9.2.4. Muestras #1d10 MP, #1d15 MP, #1d20 MP y #2d20 MP (Grupo 3)

Vel Cycl  BLUE GREEM  RED
Al

1 M4 2999 IT06S
a2 1 M6 S04 30839
A3 i WMETR WML WMME TG G ]
A4 i 24 o
&5 1 23015 o
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47 |ET 1 -35139 -18674 -12287 25 dis
43 E8 1 -37055 15728 12683 16729,3
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55 [F7 1 -38028 18117 -12634 26 dilS
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57 (A1 2 30326 223889 N E Pkt iares 4
58 A2 2 4506 25754 20849 promedio  18809,3
59 |a3 2 MOTE 2255 28008 ngluldducion 047746
50 A4 2 -ITEEZ 19946 13357 ngial AT 7481
&1 |AS 2 ET0M457 419118 202653

o las R N e e LT T

Figura 24 RT-gPCR #1d10 MP, #1d15 MP, #1d20 MP y #2d20 MP (t3)

Se muestran los resultados de la cuantificacién de RNA para las muestras del grupo 3

del ensayo.




9.2.5. Muestras #2d10, #2d15 y #2d20 (Grupo 3) MP; #1d10 (Grupo4) MP

o

7 SYBR_GREEN
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Figura 25 RT-qPCR #2d10 3, #2d15 t3, #2d20 t3; #1d10 t4. Todas las muestras corresponden a
miusculo de la pata.

9.3. Cultivo celular eucariota

Primero se realiz6 un cultivo celular primario el cual se puede obtener a partir de explantes
primarios o de suspensiones de cé€lulas disgregadas. La disgregacion celular se realiza por
métodos enzimdticos o mecanicos. En estos cultivos se pierden las interacciones célula-célula
y las interacciones de la célula con la matriz extracelular. Sin embargo, las células son capaces
de proliferar y la poblacion celular crece notablemente. Cuando las células ocupan toda la

superficie disponible se dice que han alcanzado la confluencia. En esta etapa, las células




establecen contactos entre ellas que inhiben su proliferacién y el crecimiento se detiene. Por
eso, al cabo de un tiempo hay que transplantar las células a un nuevo soporte. Esta operacion
se denomina subcultivo o pase.’'El tipo de cultivo utilizado fue del tipo cultivo en suspensién
en el cual las células se encuentran dispersas en el medio de cultivo. Su crecimiento no
depende del anclaje. Este tipo de cultivo se restringe a las células hematopoyéticas, c€lulas
madre, lineas celulares transformadas y células tumorales. Alcanzan la confluencia cuando el
numero de células es grande y los nutrientes son insuficientes. El tipo de célula utilizada fue
293T son células de tipo epitelial aisladas del rifiién de fetos humanos, elegidas por su alta

transfectibilidad.

Figura 26 Preparacion de cultivo celular

En la imagen se muestran las botellas de cultivo rotuladas, las placas de Petri con el medio de cultivo, la

gradilla con los tubos falcon que contenian los medios de cultivo que se utilizaban, la pipeta automadtica y

la botella con mds medio de cultivo. En el centro de la imagen un tubo de boca ancha como descartador.

9.3.1. Recuento celular

Se pusieron en la placa 10 ul de Trypan blue+ 10 ul de medio que contiene las c€lulas en un
tubo, se mezclé con pipeta automatica y se colocaron 10 ul de la combinacién recién

mencionada en la cdmara de neubauer como la que se ve en la Figura 27.
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] Numero de células / ml = ((L1+L2+L3+L4)/4) * 10000

Figura 27 Cdmara de Neubauer
[Fotografia] Figural3, Navarro 0. (2012) ResearchGate,

https://www.researchgate.net/figure/Figura-13-Camara-de-Neubauer-izq-Camara-de-

Neubauer-der-Dibujo-representativo-de-los_fig2 274392274

9.3.2. Generacion de vectores lentivirales mediante co- transfeccion

Este proceso llevo un despliegue de cinco dias de trabajo consecutivos.

El dia 1 consisti6 en seguir el protocolo de cultivo de células embrionarias de rifion humano
293T (también denominadas células HEK293T o células 293T) y finalmente hacer el recuento
de estas como se menciond en el apartado 9.2.1. Se hizo el recuento de células para cada una
de las placas utilizadas, se hicieron cuatro placas, ya que se iba a estudiar una con VCFC y
otra con VAFC, y para aumentar el rendimiento se hicieron por duplicado ambas. En el dia 2
se hizo el cambio de medio de DHEM (medio de cultivo) por un medio complejo (DHEM +
cloroquina). Tanto el dia 3 como el 4 consisti6 en un cambio de medio de cultivo a la mafiana
y a la tarde, luego se lo dejé incubar 12- 16 horas. Finalmente, el quinto dia se realizé la
titulacion, para ver qué cantidad de vector habia. Cémo se ve en la Figura 28, es una foto
obtenida de la pantalla del microscopio de fluorescencia en donde se ven las células que
expresan una proteina fluorescente verde (GFP), en este caso hubo un bajo titulo de vector
viral. Se repiti6 el procedimiento, como se observa en la Figura 29, hay un mayor numero de
c€lulas expresando GFP, con lo cual se obtuvo un titulo adecuado para ser utilizado en los
ensayos correspondientes a los grupo 3 y 4 de esta investigacion, habiéndose obtenido un

vector lentiviral con mds concentracion que en los casos anteriores.
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Figura 28 Transfeccion no utilizada (VAFC)

Figura 29 Transfeccion utilizada en Grupo 3 'y Grupo 4 (VCFC)




94. ELISA

Este procedimiento fue realizado por Pamela Vazquez, técnica de laboratorio, que forma parte
de esta investigacion. Para ello, sigui6 el protocolo de RADBIO: ELISA method for Fc-
protein quantification in mouse serum, para todas las muestras de suero de todos los animales
utilizados en este proyecto.

Los resultados de esta técnica se expresan a continuacidén en forma de tablas, ya que se
tuvieron en cuenta para la toma de decisiones a lo largo del trabajo. Gracias a ellos, es que no
se procedi6 con los western blot de los ventriculos, ya que no se observaban protefnas en el

suero, en algunos grupos de trabajo, con lo cual tampoco iban a encontrarse en el corazon.

9.4.1. Resultados de la Grupo 1 de muestras de suero

blanco 0.029 0.025

Figura 30 Resultado ELISA Grupo 1 suero para VAFCy VCFC
Se muestran los resultados del método ELISA para el grupo 1 que

contiene las muestras correspondientes al dia 2, 5 y 7 del ensayo.

En esta tabla al igual que en las siguientes, para el procedimiento mencionado, se presentan
los resultados separados en bloques de color para facilitar su visualizacién. En la primera fila
se encuentra el blanco, el cual se realiz6 por duplicado, el primer bloque de color celeste se
corresponde a la curva de calibracién, también por duplicado; el siguiente bloque de color
corresponde a los QC (control de calidad) los cuales se incluyen en cada corrida del ensayo,

el primero es un control de alto nivel de calidad, el siguiente es mediano y por ultimo es bajo

Q)



nivel de calidad. Por debajo de este se encuentran las diferentes muestras a evaluar, también

se realizaron por duplicado.

blanco 0.028 0.031

#2 VAFC 2 dias 0.051 0.059
#2 VAFC 5 dias 0.037 0.034
#2 VAFC 7 dias 0.035 0.049
#3 VAFC 2 dias 0.116 0.118
#3 VAFC 5 dias 0.037 0.031
#3 VAFC 7 dias 0.054 0.039
#4 VAFC 2 dias 0.973 0.879
#4 VAFC 5 dias 0.057 0.153

#4 VAFC 7 dias

#5 VCFC 2 dias 0.112 0.106
#5 VCFC 5 dias 0.06 0.058
#5 VCFC 7 dias 0.044 0.04

Figura 31 Repeticion de ELISA para Grupo 1 con nuevos anticuerpos

Se presentan los resultados de la repeticién del ensayo del grupo 1, para
las muestras de suero, de todos los animales del experimento que la

componen. Se obtuvieron concentraciones de la protefna de interés en el

suero de este grupo de muestras.




Blanco 0.023

#1 VAFC 2 dias 0.039 0.035 Out of range
#1 VAFC 5 dias 0.037 0.035 Out of range
#1 VAFC 7 dias 0.043 0.041 0,086 ng/mL
#2 VAFC 2 dias 0.034 0.034 Out of range
#2 VAFC 5 dias 0.026 0.028 Out of range

#2 VAFC 7 dias Out of range

#1 VCFC 2 dias 0.032 0.038 Out of range
#1 VCFC 5 dias 0.029 0.025 Out of range
#1 VCFC 7 dias 0.026 0.028 Out of range
#2 VCFC 2 dias 0.031 0.034 QOut of range
#2 VCFC 5 dias 0.022 0.022 QOut of range

#2 VVCFC 7 dias b b Out of range

#4 VCFC 2 dias 0.043 0.038 0,049 ng/mL
#4 VCFC 5 dias 0.041 0.039 0,049 ng/mL
#4 VCFC 7 dias Out of range

Figura 32 ELISA Grupo 1 concentraciones

En la dltima columna se presentan las concentraciones de cada muestra
del grupo 1, en ng/ml. Las muestras que dicen “Out of range”, son
aquellas cuyas concentraciones se encuentran fuera del rango de la
curva, por lo tanto, no se las puede tener en cuenta para el ensayo en el
musculo cardiaco, ya que, si no se encuentra la protefna en el suero, ésta,
por ende, no llegé al corazén, que es el tejido diana de la protefna que

se estd estudiando.




9.4.2. Resultados de la Grupo 2 de sueros

0.022

#1 VCFC 10 dias 0.038 0.035 0,484 ng/mL
#2 VCFC 10 dias 0.032 0.037 0,449 ng/mL

Figura 33 Resultado ELISA Grupo 2 suero dia 10y 15 para VAFC y VCFC

En esta imagen se presentan los resultados de VAFC y VCFC para los animales
empleados para los dfas 10 y 15 del Grupo 2 del ensayo. Las muestras dan

concentraciones en suero dentro del rango de la curva.

Blanco 0.086 0.085

#1 VAFC 20 dias 0.100 0.090
#2 VAFC 20 dias 0.083 0.080
#1 VCFC 20 dias 0.079 0.075
#2 VCFC 20 dias 0.092 0.091

Figura 34 Resultados ELISA Grupo 2 suero dia 20
Corresponde a la curva, QC y ensayo del dia 20, para VAFC
y VCFC.




9.4.3. Resultados de la Grupo 3 de sueros

0.077

Figura 35 Resultados ELISA Grupo 3 sueros del dia 10, 15y 20 para VCFC
En esta imagen se presenta una tabla que contiene todos los dias del ensayo
correspondientes al grupo 3 y se ve como todas las muestras excepto la del dfa 10 animal

3, se encuentran fuera del rango de la curva.




9.4.4. Resultados de la Grupo 4 de sueros

Blanco 0.068 0.067

Figura 36 Resultado ELISA para sueros Grupo 4 del dia 10 para VCFC
En la presente se muestran los resultados para el tltimo grupo de muestras que
abarca este trabajo. Todas dan fuera del rango de la curva estdndar por ende la
proteina no se encuentra en el suero de estos animales. Por lo tanto, no se

prosiguié con las cuantificaciones de proteinas en el tejido cardiaco.




Abreviaturas

#: animal n°

n: Proteinas

Ac Mo: Anticuerpo monoclonal
BCA: acido bicinconinico

CF: Fibroblastos cardiacos

ECV: Enfermedad cardiovascular
HRP: Horseradish Peroxidase

IC: insuficiencia cardiaca

IM: infarto de miocardio

IgG1: Inmunoglobulina 1 humana
IL—1pB: Interleucina—1 beta

IL—6: Interleucina—6

10. APENDICE

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitégenos

MEC: matriz extracelular

MMP: metaloproteinasas de matriz
MP: Musculo de pata

NF-kB: factor nuclear kappa B

PKB: proteina quinasa B

TIMP: inhibidores tisulares de metaloproteinasas

TFG—-B1: Factor de crecimiento transformante—beta

TNF—a: Factor de necrosis tumoral alfa

VI: ventriculo izquierdo

WB: Western blot




