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1. RESUMEN

Las Enfermedades inflamatorias intestinales (EII) comprenden principalmente la
Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU), y corresponden a enfermedades
intestinales de curso crénico, de etiologia desconocida y origen multifactorial. Estas patologias se
asocian a una desregulaciéon en la microbiota intestinal, alterando la homeostasis interna y
afectando el funcionamiento fisioldgico intestinal. Hasta ahora no existen terapias curativas, y los
tratamientos son de efectividad limitada, asociados a efectos adversos frecuentes y a un alto
costo. Por lo tanto, la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento que sean altamente

efectivas, con menos efectos secundarios y de menor costo, es absolutamente necesaria.

Estudios preliminares realizados en los ltimos afios han descrito compuestos que podrian
tener propiedades benéficas para el tratamiento de condiciones inflamatorias. Uno de estos
potenciales compuestos es tert-butil hidroquinona (tBHQ), un compuesto fenolico utilizado como
preservante en la industria alimentaria. tBHQ ha sido descrito como inhibidor de la citoquina pro-
inflamatoria IL-12 y, como un potente inductor del factor de transcripcion Nrf2, el cual esta
involucrado en la expresion de enzimas antioxidantes como la Hemo Oxigenasa-1 (HO-1), entre
otras. Actualmente, no existen investigaciones que relacionen los efectos de tBHQ con EII, pero
los estudios enfocados en sus efectos, son un gran avance para el desarrollo de posibles
alternativas curativas que puedan controlar tanto los sintomas como disminuir la incidencia de
EIl. En este proyecto, se evaluardn los efectos anti-inflamatorios de tBHQ en EII,
especificamente sobre la expresion de HO-1 e IL-12 en lineas celulares intestinales (in vitro), en
muestras de sangre en pacientes con EII y sujetos sanos y en biopsias de pacientes con EIl y de
sujetos controles (ex vivo). En el proyecto, se cuantificara el mRNA de HO-1 e IL-12, y de las
citoquinas pro- y anti- inflamatorias por Q-PCR, y se evaluara el efecto de tBHQ en la expresion
de ellas, analizando el efecto sobre la viabilidad celular por reduccion de MTT. Se espera
observar que las células o los tejidos expuestos a tBHQ muestren mayor expresion de HO-1 y una
menor inflamacién, es decir, una disminucion de citoquinas pro-inflamatorias y un aumento de
citoquinas anti-inflamatorias. Este trabajo aportara al estudio de las EII, sobretodo en la
dilucidacién de un posible rol anti-inflamatorio de tBHQ, ya que no existen estudios previos que

relacionen esta molécula con las enfermedades inflamatorias intestinales.



2. ABREVIACIONES

ARE : Sigla del nombre en inglés “Antioxidant Response Elements” (Elemento de
Respuesta Antioxidante).

B2M : Beta2-microglobulina.

CARDI15 : Sigla del nombre en inglés “caspase recruitment domain-containing protein 15”.
CNC : Cap'n'collar.

CO : Monoxido de Carbono.

CO, : Di6xido de Carbono.

CoPP : Sigla del nombre en inglés “Cobalt-protoporphyrin” (Protoporfirina de Cobalto).
Cr : Sigla del nombre en inglés “Treshold Cycle” (Ciclo Umbral).

CU : Colitis ulcerosa.

DMEM : Sigla del nombre en inglés “Dulbecco’s modified Eagle medium”.

EC : Enfermedad de Crohn.

EIl : Enfermedad inflamatoria intestinal.

ELISA : Sigla del nombre en inglés “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”.

GAPDH : Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

HO-1 : Hemo Oxigenasa-1.

HSP : Sigla del nombre en inglés” heat shock protein” (proteina de estrés térmico).
IL-8 : Interleuquina-8.

IL-10 : Interleuquina 10.

IL12 : Interleuquina 12p70, constituida por subunidades p35 y p40.

IL12a : Interleuquina-12 (sub-unidad alfa), conocida también como IL-12p35.
IFN-y : Interferon gamma.

LPS : Sigla del nombre en inglés “Lipopolysaccharide” (Lipopolisacarido).



MOI

MTT

NFE2L2

NF-«kB

Nod2

NQOI1
Nrf2

PBMC

PBS

PCR

PFA
Q-PCR

RPMI

: Sigla de la expresion en inglés “multiplicity of infection”, que se refiere a la
relacion numérica del agente infeccioso (bacterias o virus) frente a una célula
blanco.

: Bromuro de 3-[4,5-dimetilltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio.

: Sigla del nombre en inglés nuclear factor erythroid 2 like 2 NF-xB: Sigla del
nombre en inglés “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”
(Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas).

: Sigla del nombre en inglés “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells” (Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas).

: Abreviacion del nombre de origen inglés “nucleotide-binding oligomerization
domain containing protein 2”, es una proteina también conocida como dominio
reclutador de caspasa 15 (CARDIY).

: NADPH dehydrogenase quinone 1.

: Sigla del nombre en inglés “Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2”.

: Sigla del nombre en inglés de “Peripheral Blood Mononuclear Cells” (células
mononucleares de sangre periférica).

: Sigla del nombre en inglés de “Phosphate Buffer Saline” (Tampoén Fosfato
Salino).

: Sigla del nombre en inglés de Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de
la polimerasa).

: Paraformaldehido.
: PCR cuantitativa, en tiempo real, con transcripcion reversa.

: Sigla del nombre en inglés de “Roswell Park Memorial Institute medium”.

S. typhimurium: Salmonella typhymurium 14028.tBHQ: tert-butil hidroquinona.

{BHQ

TNF-a

UFC

: Tert-butil hidroquinona.

: Sigla del nombre en inglés de “Tumor of necrosis Factor alpha” (Factor de

Necrosis Tumoral alfa).

: Unidades formadoras de colonia.



3. INTRODUCCION

3.1 Marco teorico

El tracto gastrointestinal, corresponde a un largo conducto que se extiende desde la cavidad
bucal hasta el ano (Yan et al. 2012), representando una interface crucial entre el cuerpo y los
elementos del medio ambiente (De Santis et al. 2015). Es considerado como un dindmico y
complejo ecosistema, ya que en su interior existen poblaciones de diverso tipo de
microorganismos residentes que constituyen la microbiota intestinal (“flora intestinal”). La
simbiosis, entre nuestro organismo y la microbiota que alberga, cumple un importante rol
fisiolégico en la salud humana y, colectivamente, podria ser considerada como un 6rgano
funcional virtual (Evans et al. 2013), lo que permite mantener la tolerancia a los antigenos de

origen alimentario y microbianos propios (Frosali ef al. 2014).

La microbiota posee un papel fundamental en los procesos metabodlicos, nutricionales,
fisiologicos e inmunoldgicos del ser humano (Gerritsen ef al. 2011). Se expresa que el intestino
otorga un ambiente/nicho adecuado para la replicacion de multiples organismos comensales que
se encuentran fisiologicamente regulados en su cavidad interior. Por lo tanto, es posible que un
desbalance en la composicion de la microbiota, asociado a una pérdida de la homeostasis
intestinal en la funcion de la barrera epitelial y la funcion linfocitaria (Belkaid y Hand, 2008),
puedan estar relacionadas con algunas condiciones patologicas tales como obesidad, desnutricion,
diabetes y enfermedades intestinales cronicas (Guinane et al. 2013). La publicacion de Brown et
al. (2012) reporta que alteraciones en la microbiota, fendomeno denominado disbiosis, podrian
alterar las funciones inmunes y aumentar el riesgo de enfermedad, interrumpiendo la homeostasis
gastrointestinal e incrementando asi la susceptibilidad a desarrollar diversas enfermedades

intestinales tales como las enfermedades inflamatorias intestinales (Frosali ef al. 2014).

En condiciones normales, los antigenos derivados del metabolismo de la microbiota y los
antigenos alimentarios no inducen respuestas linfocitarias pro-inflamatorias. Se cree que éstos
son procesados continuamente por las células dendriticas intestinales y presentados a los
linfocitos para inducir una respuesta inmune de tolerancia, que se manifiesta como una reaccion

inflamatoria fisioldgica normal en el intestino (Gerritsen et al. 2011). Esta respuesta, le permite al



organismo mantener una constante vigilancia sobre los antigenos luminales para reconocer por un
lado a los antigenos alimenticios y comensales bacterianos y, por otro lado, a los antigenos
patogénicos foraneos para generar una respuesta inmunologica apropiada, altamente regulada y
controlada y, de este modo, mantener la homeostasis intestinal (Chaplin, 2010). Este proceso
involucra una perfecta regulacion entre la carga microbiana y la respuesta inmune que se genera

en contra de ella, de acuerdo al antigeno presente (Abraham y Medzhitov, 2011).

Durante la inflamacién fisiologica se observa una abundante presencia de leucocitos
mononucleares en las zonas intra-epitelial y sub-epitelial como consecuencia de una respuesta
inmune hacia los agentes luminales comensales (Fiocchi, 2008). El estrés induce la sintesis de
mediadores inflamatorios de tipo oxidativo/nitrosativo a través de la activacion de NF-kB y la
infiltracion leucocitaria en la mucosa de colon asi como altera la barrera intestinal favoreciendo
un incremento de la permeabilidad, translocacion bacteriana y alteracion de la inmunidad. Los

factores implicados en esta desregulacion no se encuentran definidos atn (Ponferrada, 2006).

Entre las condiciones patologicas intestinales, las enfermedades inflamatorias son de las mas
frecuentes. En ellas se desarrolla una alteracion de la funcion intestinal, donde es posible
encontrar patrones de inflamacion agudos en algunas y patrones cronicos en otras (Carpenter et
al. 2000). La enterocolitis infecciosa, ejemplo clasico de inflamacion aguda, es producida por
agentes patégenos que invaden y colonizan la mucosa intestinal (Mizoguchi, 2006), y generan
una reaccion inflamatoria aguda que produce diarrea, pudiendo en algunos casos producir
ulceracion y destruccion de la mucosa (Stier y Bischoff, 2016). En las condiciones crénicas, se
observa una inflamacion persistente y la mas representativa de éstas son las enfermedades
inflamatorias intestinales (EII) cronicas idiopaticas, que incluyen a la Enfermedad de Crohn (EC)
y Colitis Ulcerosa (CU), como las dos principales entidades clinico-patologicas de las EII

(Matricon et al. 2010).

La EC y CU, son las EIIl mas comunes que afectan al tracto digestivo, compartiendo diversas
caracteristicas (Fakhoury ef al. 2014). En la EC se encuentran afectadas todas las capas de la
pared intestinal, siendo una enfermedad segmentada, existiendo zonas sanas (aparentemente)
entre areas inflamadas. En cambio, la CU es una enfermedad que afecta, solamente la mucosa del
colon donde se manifiesta una inflamacidon permanente. Sin embargo, en ambas patologias existe

un estado de reactividad inmunologica alterada (Baumgart, 2009) (Ver Tabla 1). Resulta de
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especial interés para nosotros la enfermedad de Crohn, la que se caracteriza por tener
particularidades que no tiene la CU, como son: ser una enfermedad transmural, tener
complicaciones como la estenosis o fistulas, presentar zonas afectadas y zonas sanas, e ir
presentando un dafio acumulativo a lo largo de su evolucion, y en la que la cirugia no es curativa.

(Pariente B et al. 2015)

Tabla 1. Diferencias clinicas entre Colitis Ulcerosa y Enfermedad de Crohn

Caracteristicas clinicas Enfermedad de Crohn | Colitis Ulcerosa

Tipo de afectacion Transmural Mucosa (preferentemente)
Presencia de Ulceras Si (profundas) En casos graves
Afectacion rectal 50% 95%

Distribucion de lesiones Discontinuas Continuas

Afectacion del ileon terminal | Frecuente Infrecuente

Presencia de pseudopdlipos Infrecuente Frecuente

Se han observado altas tasas de EII en 4reas como el norte de Europa y América del Norte
y su frecuencia sigue aumentando en areas de baja incidencia como en el sur de Europa, Asia y
diversas zonas de paises en desarrollo (Loftus, 2004), incluso en nuestro pais, donde actualmente
existe un creciente nimero de casos con EIl (Figueroa et al. 2005).

Varios estudios han reconocido la importancia de distintos factores sobre la incidencia de
la EII, donde la interaccion entre los factores genéticos y ambientales, influencian a la flora
comensal intestinal normal para desencadenar una respuesta inmune mucosal inapropiada

(Molodecky y Kaplan, 2010).

Con respecto a la predisposicion genética, existe una familia de genes involucrados en
diversos procesos celulares. A nivel de la autofagia, se han descrito mutaciones en el gen
ATGI16L1, que codifica para una proteina que es parte de un complejo proteico esencial para la
autofagia (Henderson y Stevens, 2012). Por otro lado, variantes en el gen NOD2/CARD-15

(caspase recruitment domain-containing protein 15), estan asociadas con la ocurrencia de EII. Las



mutaciones especificas del gen NOD2, Arg702Trp, Gly908Arg y leul007fsinsC, estan
relacionadas con un aumento en la susceptibilidad de desarrollar EC ileal debido a que estan
asociadas con una pérdida de la funcion de la proteina (Frosali et al. 2014). El gen NOD-
2/CARD-15 codifica para el sensor microbiano intracelular NOD-2, que reconoce estructuras
que contienen el muramil dipéptido, por lo que alteraciones de la funcionalidad de esta proteina
se asocian con la promocidon de cambios en la respuesta inmune de la ldmina propria generando
de, este modo, una inflamacién cronica en el tejido (Frosali ef al. 2014). Los sujetos que poseen
variantes de este gen podrian ser beneficiados con estrategias terapéuticas tempranas y/o
preventivas (Alvarez-Lobos et al. 2005). Sin embargo, no estd completamente claro si otros
factores como la dieta, vitamina D, anticonceptivos orales e infecciones perinatales entre otros
podrian tener un rol en el desarrollo de EII (Loftus, 2004), por lo que se hacen necesarios nuevos
estudios epidemioldgicos.

Nrf2 es un factor de transcripcion codificado por el gen NFE2L2, miembro de la familia
Cap’n’Collar (CNC) (McMahon et al. 2001). Este factor de transcripcion es esencial para la
activacion de la transcripcion de genes codificantes para enzimas detoxificadoras y antioxidantes,
(Purdom-Dickinson et al. 2007). En condiciones de estrés oxidativo, Nrf2 transloca al ntcleo e
induce la expresion de genes citoprotectores (Florczyk et al. 2010) que codifican para enzimas
de respuesta a estrés, como NADPH: quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), Glutamato Cisteina

Ligasa (GCL) y HO-1, entre otras.

También se ha descrito el papel de las proteinas heat shock protein (HSP) como
reguladores importantes en las respuestas fisioldgicas de los tejidos frente a estrés o injurias (Zhu
et al. 2011; Goldhill et al. 1999). Hemo oxigenasa (HO) pertenece a las HSP y corresponde a una
familia de enzimas de expresion ubicua que regula el metabolismo del grupo hemo, permitiendo
la formacién de cantidades equimolares de los productos metabdlicos monoxido de carbono
(CO), ion Hierro (Fe*") y biliverdina (Pittala et al. 2013). Esta enzima posee dos isoformas
cataliticamente activas: Hemo oxigenasa-1 (HO-1) inducible por estrés y Hemo oxigenasa-2
(HO-2) expresada constitutivamente tanto en testiculos como en cerebro (Ewing y Maines, 1995).
También se ha descrito una tercera isoforma (HO-3), la cual es cataliticamente inactiva y al
presentar 2 motivos Cys-Pro a los cuales se les uniria el grupo hemo, se le atribuye una posible
funcién reguladora en los procesos celulares dependientes del grupo hemo. (Hayashi et al. 2004).

HO-1, también conocida como HSP32, es extraordinariamente sensible no so6lo a metales sino
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también a todo tipo de estimulos y agentes que provocan estrés oxidativo y condiciones
patoldgicas, de hecho hasta ahora no se ha descrito otra enzima que responda a tantos estimulos y
de tan diversa naturaleza (Maines, 1997). Ademas, Takagi et al. (2010) se refiere a la activacion
de HO-1, evaluada en varios modelos animales de dafio intestinal, como un posible mecanismo
defensivo endogeno durante el desarrollo de la inflamacion intestinal para reducir la inflamacion
y el dano al tejido. Se sabe que los productos metabolicos generados por HO-1 modulan la
respuesta inmune y poseen un rol protector en el desarrollo de inflamacion intestinal mediante
propiedades citoprotectoras y anti-inflamatorias (Naito et al. 2004), por lo cual, esta enzima

podria representar un blanco terapéutico potencial en EII (Mackern-Oberti ef al. 2014).

Las citoquinas que caracterizan las enfermedades inflamatorias intestinales son los
principales elementos fisiopatoldgicos que rigen la iniciacidn, evolucion y, en ultima instancia, la
resolucion de estas formas de inflamacion (Strober y Fuss, 2011). A nivel fisiopatologico,
respecto a los mecanismos involucrados en las EII, se ha reportado que las concentraciones de
citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-8 e IL-12 entre otras, se incrementan en la

mucosa intestinal de pacientes con EII (Fujino et al. 2003).

La familia de citoquinas de IL-12, que incluye a las citoquinas heterodiméricas 1L-12, IL-
23 e IL-27, es un componente clave de la respuesta inflamatoria (Gee et al. 2009). IL-12p70 es
un heterodimero compuesto por las subunidades p35 y p40, codificadas por los genes IL12A e
IL12B, respectivamente. La subunidad p40 puede formar un homodimero IL-12p40, pero es
menos activo que IL-12p70 (Macoch ef al.2015). IL12 es secretada por diferentes tipos celulares
incluyendo células B, dendriticas, monocitos/macrofagos y células epiteliales. Esta citoquina,
ademas, induce la diferenciacion de linfocitos T naive a células de respuesta Thl, debido a una
selectiva induccion y estimulacion de los niveles de IFN-y de las células T “helper” (Bettelli y
Kuchroo, 2005). Se ha observado, que la administracion de IL-12 en ratones genera una marcada
esplenomegalia, atrofia del timo, infiltracién de macrofagos en tejidos e induccidn de sintesis de
citoquinas inflamatorias claves como IFN-y y TNF-a (Fantuzzi ef al. 1999). En efecto, IL-12 es
un potente inductor de la producciéon de IFN-y (Hodge-Dufour et al. 1998), el cual es un
regulador positivo para la produccion de TNF-a (Matsuura et al. 1998), molécula de sefalizacion
clave en inflamacion y que se encuentra en altos niveles en sangre, tejido epitelial y heces en

pacientes con EII activa (Ngo et al. 2010).
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Entre las citoquinas anti-inflamatorias las 2 mas relevantes para estas condiciones son IL-
10 y TGF-B. IL-10 inhibe la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias asi como las
concentraciones de sus ARN mensajero (Nikolaus et al. 1998). Ademas, se ha descrito que TGF-
B (Transforming Growth Factor Beta), es una citoquina que en ausencia de mediadores
inflamatorios promueve el desarrollo de linfocitos T reguladores Fox p3", asociados con la

supresion de la respuesta inflamatoria (Xavier y Podolsky, 2007).

Para las EII no existen tratamientos curativos (Flores, 2015), pero si existen terapias que
permiten controlar la inflamacidn, usualmente con farmacos y en ocasiones con cirugias, que
pretenden mejorar la calidad de vida de los pacientes (Gerson y Triadafilopoulos, 2000). El
tratamiento para EII puede abordarse con al menos dos estrategias terapéuticas conocidas como
“step-up” y “top-down”. La primera se refiere al método clasico en el cual la intensidad del
tratamiento se aumenta de acuerdo a la severidad de la enfermedad. La segunda, “top-down”,
implica un inicio de tratamiento intensivo (ejemplo: terapias biologicas, cirugia) cuya
racionalidad es evitar la aparicion de complicaciones futuras. Sin embargo, tratamientos que
controlen satisfactoria y definitivamente la inflamacion gastrointestinal sin la presencia de efectos
secundarios no deseados no estan disponibles en la practica clinica. Ademads, la mayoria de los
tratamientos actuales son de un costo elevado (Sales-Campos, 2015). Dentro de las terapias
actuales para EII existen los abordajes farmacologicos cléasicos, que incluyen drogas bien
establecidas, reconocidas como terapias convencionales, que comprenden varias clases de
farmacos, que contribuyen a regular la respuesta inmune exacerbada tanto en EC como CU
(Sales-Campos, 2015). Resulta de especial interés por las caracteristicas previamente

mencionadas estudiar lo que sucede en la enfermedad de Crohn.

Los principales objetivos de los tratamientos contra EII son la induccion y mantencion de
la remision, la reduccion del uso a largo plazo de corticoesteroides y poder mejorar la calidad de
vida del paciente (Olendzki ef al. 2014). El resultado dependera del balance entre eficacia y
efectos secundarios de la droga utilizada, con especial énfasis en la respuesta del paciente a la
terapia empleada (Sales-Campos et al. 2015). También el tratamiento médico para EII es
dependiente directamente del uso de drogas inmunosupresoras y de compuestos anti.-

inflamatorios, por lo que se hace necesario el desarrollo de nuevas formulaciones de tratamiento
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contra las EII, con un numero menor de efectos secundarios para obtener asi mejores resultados

clinicos (Fakhoury et al. 2014).

En los ultimos afios se han desarrollado tratamientos biologicos enfocados en bloquear la
actividad del sistema inmune y, de este modo, inhibir a las citoquinas pro-inflamatorias,
quimioquinas e integrinas (ej.: anticuerpos anti-TNF-a o anti IL-12), pudiendo contribuir en la
prevencion de la activacion, proliferacion o reclutamiento de linfocitos T (Sales-Campos et al.
2015). Si bien la utilizacion de agentes biologicos ha mostrado resultados favorables, su enfoque
terapéutico incrementa el costo del tratamiento contra EII (Sales-Campos et al. 2015). En
particular, TNF-a. es una citoquina pro-inflamatoria que ejerce un rol clave en la inmunidad
mediada por células y sus niveles elevados en el suero se relacionan directamente con EII, por lo
tanto, las estrategias terapéuticas anti TNF-a representan un gran avance en el tratamiento de las
enfermedades inflamatorias, incluyendo las EII (Bonyadi ef al. 2014). Aunque los anticuerpos
anti TNF-a, han demostrado gran eficacia, su uso puede favorecer la aparicion de efectos no
deseados como infecciones o reacciones de hipersensibilidad (Sales-Campos et al. 2015).

También los anticuerpos anti-IL-12 han demostrado utilidad clinica en las EII (Harrison, 2014).

Por otro lado, estudios utilizando modelos murino Nrf2”", han demostrado que la
invalidacion de la expresion genética de Nrf2, promueve el desarrollo de las principales
enfermedades relacionadas con inflamacion (Kobayashi et al., 2016), alterando el fenotipo de las
células dendriticas murinas, mostrando reducidos sus niveles de glutation, sus funciones
fagociticas deterioradas y, ademas, secretan altos niveles de citoquinas como TNF-a , [FN-y e IL-
12, sugiriendo que los niveles constitutivos o inducidos de Nrf2, podrian limitar su expresion

(Macoch et al. 2015).

Debido a la falta de identificacion de los agentes causales de las EII, el desarrollo de
nuevos tratamientos farmacologicos no ha sido del todo eficiente. Se han realizado grandes
esfuerzos farmacéuticos en desarrollar preparaciones farmacoldgicas para mejorar la
biodisponibilidad de los farmacos anti-inflamatorios en las areas afectadas del tracto
gastrointestinal (Fakhoury et al. 2014). Este punto es de gran importancia, ya que lograr
comprender mejor la patogénesis de EII y desarrollar nuevas terapias que sean mas efectivas,

idealmente sin efectos secundarios y de menor costo es altamente necesario.
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Uno de estos potenciales compuestos es tert-butil hidroquinona (tBHQ), que corresponde
a un antioxidante fenolico usado comunmente como preservante (Li et al. 2014). Su uso en
alimentos que contienen grasas, aceite vegetal, snacks y cereales en nuestro pais estd aprobado
por el Ministerio de Salud (200 mg/kg en base a materia grasa pura, como limite maximo), y
también se encuentra aprobado tanto por la Food and Drug Administration (FDA), en dosis de
hasta un 0,02% (200ppm,) (Shahidi & Zhong, 2005) como por la European Food Safety
Authority (EFSA) en dosis de hasta 200 mg/g de grasa o aceite (Anton et al. 2004). A este
compuesto también se le reportan propiedades anti-oxidantes debido a la inhibiciéon de la
generacion de radicales de oxigeno en células PC12 estimuladas con LPS y, anti-inflamatorias
por la inhibicidén de la expresion de ciclo-oxigenasa2 (COX-2), TNF-a, NF«kB y caspasa-3 de
manera dosis dependiente. Ademas, por la supresion de la fosforilacion de MAP kinases (p38,
ERK1/2, and JNK) en este tipo celular (Khodagholi y Tusi, 2011). Se ha determinado que esta
molécula, puede inducir diversas enzimas antioxidantes y detoxificadoras, mediante la activacion
del factor de transcripcion Nrf2 e inducir genes blanco como el que codifica para HO-1 (Cheung
et al. 2011). Por otro lado, se ha descrito que produce efectos protectores sobre la lipotoxicidad
en hepatocitos induciendo autofagia, independientemente de la activacion de Nrf2 (Li e al
2014).

Jin et al. (2010) demostrd que en ratones, después de una lesion cerebral traumatica, se
puede inducir una respuesta inflamatoria intestinal y dafio mucosal mediados por un incremento
de NF-xB y de citoquinas pro-inflamatorias y, que la administracién del compuesto tBHQ podria
suprimir la inflamacion intestinal y reducir el dafio mucosal intestinal agudo inducidos post-
trauma cerebral. En este mismo articulo se menciona que tBHQ protege lineas celulares y
animales contra la toxicidad y el dafio oxidativo agudos, posiblemente debido a la induccion de
multiples enzimas citoprotectoras y detoxificadoras tales como la epoxido hidrolasa, glutation-S-
transferasa y glucoroniltransferasa, Ademas, tBHQ tendria un rol inductor de HO-1, el que seria
dependiente de calcio segln se reporta en Cheung et al. (2011). También se ha descrito que en
células dendriticas estimuladas con LPS, tBHQ inhibe potencialmente la expresion de 1L-12.
(Macoch et al. 2015).

Entonces, para evaluar si tBHQ ejerce un rol en la modulacion de la respuesta
inflamatoria crénica a nivel intestinal, disminuyendo la inflamacién mucosal en EII, en este

proyecto de tesis se propone evaluar los efectos anti-inflamatorios de esta molécula sobre HO-1 e
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IL-12 en modelos de cultivo tanto in vitro, en lineas celulares Caco-2 y HT-29, como ex vivo en
cultivos de PBMCs y de biopsias de zonas sanas y afectadas de tejido mucosal intestinal de
pacientes afectados con EC, los cuales seran comparados con sujetos controles. Se cuantificara la
expresion de HO-1 e IL-12. Se analizaran las citoquinas (TNF-a, IFN-y e IL-10) por medio de las
técnicas Q-PCR y ELISA multiple en biopsias de tejido intestinal (tratadas como explantes) y en
sobrenadantes de PBMC obtenidas de muestras de sangre (si es que se observan cambios a nivel

de Q-PCR).

Cabe destacar, que no existen estudios previos que relacionen a tBHQ con enfermedad
inflamatoria intestinal, especificamente, con enfermedad de Crohn, por lo cual se abre un extenso
campo para evaluar las propiedades de este compuesto para el desarrollo de nuevas terapias, con
menos efectos secundarios no deseados y de menor costo. De esta forma, tBHQ podria ser un
prometedor compuesto terapéutico contra EIl y también para numerosos procesos
fisiopatologicos que involucran a HO-1 como aterosclerosis, asma y disfunciones miocardicas,

entre otros (Sanchez et al. 2005).
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Figura 1. A Esquema de los efectos pro-inflamatorios generados durante la respuesta
inflamatoria. B Esquema de efectos pro-inflamatorios y efectos anti-inflamatorios de tBHQ
a evaluar en este proyecto.
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3.2 Hipdtesis

Sobre lo expuesto previamente nuestra hipdtesis es:

“Tert-butil hidroquinona mediante su efecto sobre HO-1 e IL-12 disminuye la respuesta

inflamatoria en la enfermedad inflamatoria intestinal Enfermedad de Crohn”.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ sobre la respuesta inflamatoria intestinal y sistémica

en EII, en modelos in vitro y ex vivo.

3.3.2 Objetivos Especificos
1.- Evaluar el efecto anti-inflamatorio, in vitro, de la exposicion a tBHQ en las lineas

celulares de intestino, Caco-2 y HT-29.
Este objetivo se llevaré a cabo realizando las siguientes actividades:
- Evaluacion de la viabilidad celular en respuesta al tratamiento con tBHQ.
- Definir el agente inductor de inflamacion evaluando los niveles de expresion de I1L-8.

- Determinacion del perfil de transcripcion de HO-1, citoquinas pro-inflamatorias (IL-12, IL-8 y

TNF-a)
- Estudiar la expresion proteica de HO-1 a través de ensayos de Inmunofluorescencia indirecta .

2.- Determinar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, ex vivo, en PBMCs de muestras de

sangre obtenidas de pacientes con EC y de sujetos controles.
Este objetivo considera las siguientes actividades:

- Obtener y cultivar PBMCs de muestras de sangre de los sujetos incluidos en el estudio.
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- Cuantificar la expresion de HO-1 como de las citoquinas IL-12, IL-8, IFN-y y TNF-a e IL-10 en
PBMC:s post- tratamiento a tBHQ.

3.- Estudiar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, ex vivo, en cultivos de microexplantes de

tejido colonico intestinal de pacientes afectados con EC y de sujetos control.
Este objetivo incluye las siguientes actividades:

- Cuantificar el nivel de expresion de HO-1 junto con el perfil de citoquinas pro-inflamatorias

(IL-12, IL-8, IFN-y y TNF-a) y anti-inflamatoria (IL-10).

- Cuantificar el nivel de secrecion de citoquinas pro-inflamamtorias y anti-inflamatoria antes

mencionadas, en respuesta al tratamiento con tBHQ.

4., MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Los medios de cultivo (DMEM y RPMI 1640), solucion de tripsina, solucion de antibidticos
—antimicotico y el medio separador de linfocitos eran Corning/Cellgro. El suero fetal bovino
(SFB) era Biological Industries. Gentamicina era Gibco. tBHQ, LPS de Salmonella typhimurium
14028, NaHCO;, KCI, KH,PO4, NaCl, Na,HPO4, PFA eran Sigma. CoPP era Enzo Life
Sciences. MTT era Tocris. Las sales EDTA-di-sodio, NH4Cl, KHCOs y el agua libre de nucleasas
eran Winkler. El anticuerpo rabbit anti HO-1 era de Abcam y el anticuerpo anti rabbit Alexa
Fluor 488 era Molecular Probes. Las sondas Tagman para las citoquinas evaluadas, para los
“housekeeping” y para HO-1, el kit RNA-to-Cr Step One eran Applied Biosystems. El agua Ultra
pura era Invitrogen. E1 TRIzol y RNA Later eran Ambion. El cloroformo, etanol absoluto e iso-

propanol, eran Merck. Kit de ELISA Multiple era R&D.

4.2 Métodos segun objetivo.

4.2.1 Métodos para responder el Objetivo N°1.
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Evaluar el efecto anti-inflamatorio, in vitro, de la exposicion a tBHQ en las lineas celulares de

intestino, Caco-2y HT-29.
Cultivo de lineas celulares.

Se cultivaron lineas celulares de epitelio intestinal humanas Caco-2 y HT-29, derivadas de
adenocarcinoma de colon, segun el protocolo descrito por Hilgendorf et al. (2000). En breve, las
células fueron crecidas en frascos de cultivo celular T-25 (TPP, con filtro), con medio de cultivo
DMEM (Ranaldi, Consalvo, Sambuy, & Scarino) y RPMI 1640 (Hekmati et al. 1990),
respectivamente, suplementados con 10% SFB y 1% de solucion de antibioticos-antimicéticos
100X (10.000pg/mL estreptomicina, 25ug/mL anfotericina B, y 10.000U/mL penicilina,
Corning Cellgro) , incubadas a 37°C y 5% CO; (Sierro et al. 2001), con un cambio de medio cada
2 dias o segin la necesidad debido a la rapidez de su proliferacion. Una vez alcanzada la
confluencia de alrededor del 70-80% , se descartd el medio de cultivo, se lavo con PBS y a la
monocapa de células se le descartd el medio de cultivo, se lavd con PBS 1X (10mM Na,HPO,,
137mM NacCl, 1,8mM KH,PO,, 2,7mM KCIl, pH 7,2 estéril) y fueron tratadas con tripsina 1X durante
10minutos, en incubacion a 37°C y 5% CO,; cada tripsinizacion fue considerada un pasaje celular
(Ferraretto et al. 2007). Luego, las células fueron sembradas y crecidas en pocillos de placas de
24 pocillos (TPP) a distintas densidades segun el ensayo a realizar: se sembraron 250.000
células/mL por pocillo para el ensayo de MTT, 250.000 células/mL por pocillo para la obtencion
de RNA total 06 40.000 células/pocillo/mL (en baja densidad celular) sobre cubre-objetos
redondos para inmunofluorescencia (anti HO-1). Luego de un dia de crecimiento in vitro, las
células fueron expuestas a las distintas condiciones, luego de haber definido las concentraciones a

emplear de cada estimulo.

Evaluacion de induccion de respuesta inmune en la linea celular intestinal Caco-2: LPS de

Salmonella typhimurium versus infeccion con Salmonella typhimurium.

Para evaluar qué inductor de respuesta inmune usar, LPS de Salmonella typhymurium
14028 (S. typhimurium, Sigma) o hacer infeccion con S.typhimurium 14028, se cultivaron
células de la linea Caco-2 en placas de 24 pocillos a una densidad de 250.000 células/mL por

pocillo y se dejaron en incubacion overnight a 37°C, 5% CO,. Posteriormente, las células fueron

19



expuestas a distintas dosis de LPS de S. typhimurium (100 ng/ml, 1pg/ml y 10pug/ml) durante 3 y
24 horas en incubadora (2 cursos temporales) a 37°C y 5% CO,.

Para realizar la infeccion con S. typhimurium, después de un dia in vitro, se dejo un
pocillo para hacer el recuento celular con azul de tripdn en hemocitometro: se tomo una alicuota
de la suspension de células de 10uL y se mezcld con 10uL de azul de tripan (Corning Cellgro), se
homogeneizé y se pusieron 10uL en hemocitometro. Con la cuantificacion de células iniciales se
pudo determinar la cantidad de S. #yphimurium a agregar para tener los MOI (“multiplicity of
infection”) a evaluar. Un vial de S. typhimurium se dejo creciendo en agitacion a 150rpm, 37°C,
“overnight” o hasta llegar a una densidad 6ptica (OD) igual a 0,65 (equivalente a 6,5X10° UFC).
A vpartir de este stock de S. typhimurium se prepararon sub-diluciones de la suspension de
bacteria con PBS, luego se centrifugaron a 8.000 rpm, 6 minutos, a 4°C y el pellet se resuspendio
en DMEM suplementado con SFB (sin antibidticos), de modo de infectar agregando s6lo 10ul de
las sub-diluciones de S. #yphimurium por pocillo para llegar a las distintas dosis de infeccion
(MOI 10, MOI 50 Y MOI 100) (Elewaut et al. 1999). Luego se centrifugé a 2.000rpm, 5
minutos, 4°C, para favorecer el encuentro de la bacteria con las células, y se incub6 a 37°C
durante 2 y 24 horas (2 cursos temporales), 37°C. También se dejé un pocillo de cada MOI a
evaluar para hacer el “ensayo de proteccidon con gentamicina”. Para este ensayo se incubaron las
células Caco-2 con la bacteria durante 1 hora, se recuperd el medio con la bacteria, se hicieron 3
lavados con PBS, se agregé 1ml con 100pg/mL gentamicina, se incubaron las células durante 1
hora, y luego se cambi6 la 100pg/mL gentamicina por 25ug/mL gentamicina hasta completar las
24h de incubacion. Para el tiempo de 2h de incubaciéon luego de la exposicion con 100pg/mL

gentamicina se acaba el ensayo.

Luego de los distintos tiempos de incubacion con las distintas dosis de los tratamientos
empleados (LPS se S. #yphimurium e infeccidbn con S. typhimurium), se descartaron los
sobrenadantes, se hicieron 3 lavados con PBS, se agregaron 300uL de TRIzol y se realizd “up
and down” para soltar las células y obtener posteriormente su RNA total segun protocolo de
Ambion (ver més adelante Extraccion de RNA total), para evaluar mediante Q-PCR con sondas
Tagman la induccion del mRNA de IL-8 como marcador de induccion de respuesta inmune, para
lo cual se siguieron las instrucciones de Applied Biosystems (ver mas adelante Q-PCR con

sondas Tagman.).
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Para el caso de las células del ensayo de proteccion con gentamicina, se les retird el
medio, se lavaron con PBS y se agreg6 ImL de PBS/pocillo para soltar las células. Se realizo el
recuento celular con azul de tripan en hemocitdmetro para conocer el numero de células vivas
que quedaron en los pocillos. Luego del recuento se calculd el volumen de 1% TRITON X-100
(en PBS) a agregar para lisar 100.000 células con 0,5% TRITON X-100. Se lisaron las células
incubandolas 15 minutos a temperatura ambiente. La solucién con TRITON-X100 que contenia
las células lisadas expuestas a los distintos MOI se usaron para preparar diluciones seriadas 1:10,
por triplicado, y fueron cultivadas en microgota (10uL), junto a la solucidon con las células lisadas
sin diluir, en una placa con agar Luria Bertani (LB), durante 24h a 37°C. Los sobrenadantes de
los pocillos de los distintos MOI evaluados se usaron para preparar diluciones seriadas 1:10, por
duplicado, y cultivados en microgota (10uL), junto al sobrenadante sin diluir, en una placa con
agar LB, durante 24h a 37°C. Posterior a las 24h de incubacion se realiz6 el recuento de colonias

obteniendo el conteo de UFC de S. typhimurium a nivel intracelular y extracelular.

Ensayo colorimétrico MTT (viabilidad celular)

El ensayo del MTT se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa produciéndose formazan, un compuesto de color purpura, el cual se puede
cuantificar, permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial y, por ende, el estado oxido-
reductor de las cé€lulas tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir viabilidad celular
(van de Loosdrecht et al. 1994) y proliferaciéon celular. La cantidad de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazén producido (Lowe et al. 1999). Se utiliz6 este método para
determinar el posible efecto de los estimulos a evaluar sobre viabilidad celular. El propdstito de
utilizar este ensayo fue definir dosis de tBHQ y, dosis de un inductor de inflamacioén sin afectar
mayormente la viabilidad de las células, por lo cual, los datos de este ensayo fueron
complementados con el andlisis de los cambios de expresion en los niveles de mRNA de HO-1 e

IL-8 antes de trabajar con ensayos que incluyeran la condicion del co-estimulo tBHQ+LPS.

Para determinar la concentraciéon de tBHQ y LPS de S. typhimurium se hicieron curvas

dosis-respuesta considerando la informacion obtenida de la literatura y evaluando la viabilidad
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celular mediante el ensayo colorimétrico de reduccion de MTT, en ambas lineas celulares, Caco-
2 y HT29. En células Caco-2, se probaron dosis de tBHQ entre 2uM-200uM durante 24h de
exposicion. En células HT-29, se probaron dosis de tBHQ entre 2uM-300uM durante 24h de
exposicion. Para LPS de S. typhimurium sélo se evalu6 la viabilidad en curva dosis-respuesta en

las células HT-29, la curva incluy6 3 concentraciones 10ng/ml, 100ng/ml y 1ug/mL y el tiempo

de incubacion fue de 3h.

En breve, luego de sembrar las 250.000 células/pocillo con 1mL de medio e incubar por
un dia in vitro, las células Caco2/HT-29 fueron expuestas a las distintas condiciones, por
duplicado, siempre se incluyé un control sin estimulo. Las condiciones evaluadas fueron: tBHQ
(24h), LPS (3h) (como inductor de inflamacion) y el co-estimulo tBHQ (24h) + LPS (3h) (para
evaluar el efecto protector de tBHQ como agente anti-inflamatorio). Como se us6 CoPP como
control positivo de expresion de HO-1 también se incluyd en este grupo de condiciones como
tratamiento a 100uM (24h). Luego del tiempo de incubacion, se recuperd el medio, los pocillos
se lavaron con PBS pH 7,2 estéril, se agregd 1mL de 0,25mg/mL MTT en DMEM
suplementado/RPMI1640 suplementado, segin la linea celular usada. Se incubd con MTT
durante 2h a 37°C y 5% CO,, se descart6 el medio con MTT y se agreg6 ImL de metanol para,
posteriormente, dejar en incubacion toda la noche a 4°C para disolver los cristales de formazan.
Finalmente, se traspasaron 200uL de cada pocillo a un pocillo de una placa de 96 pocillos (fondo

plano, TPP) y se leyo la absorbancia a 570nm en el multilector Synergy HT, Biotek.
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Figura 2: Esquema general de trabajo con lineas celulares y tratamientos a realizar (para
los 3 objetivos especificos propuestos) para su posterior analisis de la viabilidad celular
mediante el ensayo de reduccion del MTT.

Extraccion de RNA total.

A partir de las células sembradas en la placa de 24 pocillos y tratadas con las distintas
condiciones y distintos tiempos determinados previamente, se recuperaron los sobrenadantes para
su posterior uso en la determinacion de citoquinas secretadas, y las células fueron empleadas para
la obtencion del RNA total, el cual se uso para la determinacion de los posibles cambios en los
niveles de expresion de los mRNA de las proteinas de interés evaluadas (HO-1, citoquinas)
usando la técnica PCR cuantitativa en tiempo real, con transcripcion reversa (explicada mas

adelante).

En resumen, luego de recuperar los sobrenadantes y guardarlos a -80°C hasta su uso, se
agregaron 500uL de TRIzol a cada pocillo, se realizé “up and down” con la micropipeta hasta
soltar las células, el contenido se traspasé a un tubo eppendorf de 1,5mL. Si no eran usados de
inmediato, las células eran guardadas en TRIzol a -80°C hasta su uso. En el momento de su uso

(luego del descongelamiento en frio), se hace”up and down” con la micropipeta para lisar las
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células, luego se dejaron 5 minutos a temperatura ambiente para favorecer la disociacion de los
complejos nucleoproteicos. Posteriormente, se agregaron 100uL de Cloroformo a cada microtubo
y se agitaron vigorosamente con la mano durante 15 segundos, luego se incubaron 3 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12.000g, durante 15 minutos, a 4°C (Centrifuga Eppendorf
refrigerada, modelo 5417R), se recupero la fase acuosa (fase superior, incolora) y se traspas6 a un
nuevo microtubo para agregar iso-propanol en la proporcion 1:1, y se incubd “overnight” a -
20°C. Posteriormente, se mezclaron las fases por inversion suave de los tubos, luego se
centrifugd a 12.000g, durante 10 minutos, a 4°C, se descart6 el sobrenadante, el pellet se lavd con
500uL de etanol 75% (etanol absoluto preparado con agua libre de nucleasas), se centrifugd a
7.500g, durante 5 minutos, a 4°C. Se descartd cuidadosamente el sobrenadante, se seco sobre
meson el RNA (pellet) durante 20 minutos a temperatura ambiente., se resuspendié el RNA en 30
puL agua ultra pura, se hizo un pequeiio “spin down” y se congelé a -80°C hasta su uso.

Finalmente, al momento de usar, se descongeld en frio y se cuantific6 en NanoDrop (Thermo

Scientific, modelo ND-1000).

Q-PCR usando sondas Taqman.

Luego de la obtencion de RNA total se cuantificaron los niveles de expresion de mRNA
de HO-1, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y y TNF-a mediante Q-PCR seglin las instrucciones de la
empresa Applied Biosystems.

En resumen, las muestras de RNA total (100ng/tubo) fueron analizadas por duplicado y se
normalizaron con el “housekeeeping” B2M de manera de obtener como resultado final la
cuantificacion relativa normalizada por el método de anélisis AA Cr, desarrollado para este tipo
de estudio por Applied Biosystems (Perkin Elmer, Forster City, CA). Los reactivos para el
ensayo fueron: Kit Tagman RNA-to-Ct One-Step, que incluye el RT PCR mix y la enzima
transcriptasa  reversa (RT) de Applied BioSystems, sondas Tagman especificas Applied
Biosystems (ver tabla 2), agua ultra pura libre de DNAsa/RNAsa, estéril (Ambion) (ver tabla 3).
El programa “step-one v2.2.2” fue utilizado para obtener los Cr de las muestras. El perfil termal
empleado fue el sugerido por la empresa manufacturera del Kit antes mencionado (ver tabla 4) y

el equipo utilizado fue Step-One RT PCR, de Applied BioSystems. Los anélisis fueron
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realizados considerando el control sin estimulo de cada experimento independiente para comparar

los otros datos del experimento.

Tabla 2: Sondas TagMan® para Q-PCR.

Tamafio

Gen Sonda Amplicon Localizacion

HO-1 | Hs01110250 _ml 82 pb Cromosoma 22 NC _000022.11 (35381067..35394214)
TNF-a | Hs00174128 ml 80 pb Cromosoma 6 NC_000006.12 (31575567..31578336)
IFN-y | Hs00989291 ml 73 pb Cromosoma 12 NC _000012.12 (68154770..68159741)
IL-8 Hs00174103 ml 101 pb Cromosoma 4 NC_000004.12 (73740506..73743716)
IL-10 | Hs00961622 ml 74 pb Cromosoma 1 NC _000001.11 (206767603.206772494)
IL-12a | Hs01073447 ml 55 pb Cromosoma 3 NC_000003.12 (159988836.159996019)
B2M | Hs00187842 ml 64 pb Cromosoma 15 NC _000015.10 (44711487..44718159)

Tabla 3: Mezcla de reaccidén para la cuantificacion de mRNA por Q-PCR.

Componentes Volumen/Muestra
Tagman RT-PCR mix (Kit) 5uL
Sonda Tagman 0,5uL
Tagman Enzima RT mix (kit) 0,2uL
Agua libre de Nucleasas ultra pura 3,3uL
Total Volumen/muestra 9uL

Tabla 4: Perfil termal para Q-PCR. Se hicieron 40 ciclos de denaturacion-

alineamiento/extension.
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Programa Q-PCR ;I;eCr?peratura Tienos
RT Step 48 15 min
Activacion Taq 95 10 min
Denaturacion 95 15 seg
Alineamiento/Extension 60 1 min

Imnunofluorescencia indirecta para HO-1 en células HT-29.

Una vez evaluada la expresion proteica de las citoquinas por ELISA multiple, faltaba
evaluar la expresion proteica de HO-1 bajo los distintos estimulos, para lo cual cumplido el
tiempo de incubacidn con las condiciones, a las células sembradas en baja densidad sobre cubre-
objetos redondos, se les realizé una inmunofuorescencia indirecta, en breve: se les elimino el
sobrenadante, se lavaron con PBS pH7,2 2 veces, se fijaron con 4% PFA (PBS pH 7,2) durante
15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 2 veces con PBS pH7,2, se permebilizaron con
300uL/pocillo de PBS-1% SFB-0,06%TRITON X-100 durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Luego a los cubre-objetos se les bloquearon los sitios inespecificos con 50uL PBS-1%
SFB (en gota sobre parafilm), durante 30 minutos, a temperatura ambiente, en una camara
himeda. Posteriormente, se incubaron en gota con el anticuerpo primario rabbit anti HO-1 1:500
(en buffer de bloqueo) por 2h a temperatura ambiente, en cdmara hiimeda, se lavaron 3 veces con
PBS pH7,2 con inmersion y escurrimiento sobre papel absorbente. Se incubaron en gota con el
anticuerpo anti rabbit Alexa Fluor-488 durante 1h, a temperatura ambiente, en camara humeda y
oscura. Luego, se lavaron 3 veces con PBS pH7,2 con inmersidon y escurrimiento sobre papel
absorbente y una vez con agua destilada antes de montar los cubreobjetos con medio de montaje
VectaShield con DAPI (Vector), acuoso (8uL /cubre-objeto) y , finalmente, se sellaron los cubre-
objetos con brillo de ufias. Se considerd para esta técnica pocillos estimulados con 100uM CoPP,

como control positivo de induccion de expresion de HO-1. También se consider6 el uso de un
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cubre-objetos para hacer el control negativo, sin anticuerpo primario. Se dejaron a temperatura
ambiente hasta que se secaran y luego se guardaron a 4°C hasta su observacion. Se tomaron
microfotografias con un objetivo 40X en microscopio Nikon Eclipse acoplado a camara Nikon
modelo DS-Fil con lente Zeiss. Se tomaron 4-5 microfotografias por cubre-objeto para DAPI y
para HO-1 por campo en cada condicion. Se realizaron 3 experimentos independientes, dos de
ellos con todas las condiciones en duplicado y el tercero fue sélo con un cubre-objeto por
condicion. Con el software “Image J Fiji” se realizé la cuantificacion de nucleos DAPI para la
cuantificacion total de células por cover, se cuantificaron las células con marca positiva para HO-
1 totales, se cuantificaron las células que presentaron marca microsomal (reticulo endoplasmico)
de HO-1, marca punteada de HO-1 y doble marca (microsomal y punteada) de HO-1. Los
resultados se expresaron como % respecto a las células DAPI (+). Se realiz6 el andlisis de los
datos obtenidos con software Graph Pad Prisma 6. Se analizaron los datos con el test no pareado,

no paramétrico, Kruskal Wallis, y un post-test de Dunn’s, con a=0,05.

4.2.2 Métodos para responder el Objetivo N°2.

Determinar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, ex vivo, en PBMCs de muestras de

sangre obtenidas de pacientes con EC y de sujetos controles.

Reclutamiento de individuos para el estudio.

Se reclutaron sujetos control y pacientes con EC que consultaron en la Unidad de EII del
Departamento de Gastroenterologia, de la Escuela de Medicina, de la Pontificia Universidad

Catolica de Chile.

Los sujetos controles elegidos para este estudio fueron pacientes mayores de 18 afios sin
reconocimiento de enfermedad intestinal, enfermedad infecciosa o auto-inmunitaria, que
asistieron al Hospital Clinico de la Red de Salud UC-CHRISTUS para examen endoscopico

debido al sindrome del intestino irritable, control de salud e historia familiar de cancer digestivo.
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Los sujetos controles ingresados al estudio firmaron el consentimiento informado- 3 (Anexo 1)
del Proyecto FONDECYT 1131012 aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
de la Pontificia Universidad Catodlica de Chile (Anexo 3), accediendo a un examen de colon

normal que incluye la extraccion de micro-explantes y la toma de muestras de sangre .

Con respecto a los pacientes con EC reclutados, se consideraron los siguientes criterios de
inclusion: EC diagnosticada segln criterios clinicos, radiologicos, endoscopicos e histologicos;
sujetos mayores de 18 afos de edad; firma del consentimiento informado-2 (Anexo 2) del
Proyecto FONDECYT 1131012, aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de
la Pontificia Universidad Catdlica de Chile (Anexo 3). El consentimiento detalla, entre otros, la
obtencién de biopsias mediantes procedimiento endoscopico y obtencion de muestras de sangre.
Los pacientes con EC eran excluidos si presentaban alguno de los siguientes criterios: anemia con
hematocrito menor a 20%, embarazadas o mujeres en periodo de lactancia, dificil acceso venoso
o complicaciones en la extraccion de sangre mayor a 6mL/Kg, sujetos con diagnostico actual de
Colitis Ulcerosa, Colitis Isquémica, Enfermedad de Behcet o colitis debido al uso de farmacos

anti-inflamatorios no esteroidales (AINES).

Obtencion de muestras de los sujetos incluidos en el estudio.

A cada sujeto reclutado para este estudio se le realiz6 una completa evaluacion clinica. Se
obtuvo una muestra de sangre periférica de los pacientes recibida en dos tubos estériles con

heparina sddica (BD Vacutainer® de 10mL).

Extraccion de células polimorfonucleares de sangre periférica (PBMC).

De las muestras de sangre se extrajeron PBMCs, en esterilidad, en un gabinete de
seguridad clase Il (NUARE, modelo Labgard), mediante el método de separacion en gradiente de
densidad con Ficoll. El propdsito era cultivarlas y exponerlas a los distintos estimulos y recuperar
las PBMCs para evaluar la expresion de HO-1 y de las citoquinas mediante Q-PCR (ver mas
adelante). En breve, para la obtencion de PBMC, se traspasaron 20 mL de sangre a un tubo de

centrifuga conico de S0mL (Labcon®), se agregaron 15mL de PBS 1X estéril y se homogeneiz6
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su contenido suavemente. La sangre diluida se agregd lentamente en otro tubo coénico que
contenia 12,5mL de “medio de separacion de linfocitos” (Corning). Luego se centrifugd a 990g
sin freno durante 30 minutos a temperatura ambiente (centrifuga Hermle labortechnik GmbH,
modelo Z326K). Se traspaso la fase de la “nube” de PBMC (varié de 5-12mL) a un nuevo tubo
conico de 50mL y se diluyd con PBS 1X hasta 40mL. Se centrifug6 a 990g con freno, a
temperatura ambiente durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante y el pellet se lavo con SmL de
ACK 1X (150mM NH4CI, 0,37mM K,CO3, 0,1mM EDTA) por 5 min, posteriormente se traspasé
el volumen completo a un tubo conico de 15mL y se agregé6 PBS 1X para completar un volumen
de 15mL. Se tomo una alicuota de la suspension de células de 10uL y se mezcld con 10uL de
azul de tripan (Corning Cellgro), se homogeneizé y se pusieron 10ul. en hemocitometro.
Finalmente, se centrifugd a 990g por 10 min, el pellet fue resuspendido en SFB con 10% dimetil
sulfoxido (DMSO, Calbiochem®) y se guardaron 6x10° células/mL en crioviales estériles (SSI)
a -80°C. Las muestras destinadas a experimentos a largo plazo fueron guardadas en nitrogeno

liquido.

Descongelamiento, cultivo y tratamiento de PBMC.

Los crioviales con PBMCs fueron descongelados incubandolos en una estufa de cultivo
celular (NUARE, modelo UN-5500E) por 2 minutos a 37°C y 5% CO,. A continuacién se trabajo
en un gabinete de bioseguridad clase II (NUARE, modelo Labgard). Se diluyé el DMSO de la
suspension celular agregando SmL de medio RPMI 1640 sin suplementar (sin suero, sin
antibidticos) a 37°C, se tom6 una alicuota de 10uL para hacer el recuento celular con azul de
tripan como se ha descrito anteriormente mientras las células eran centrifugadas a 990g por 10
minutos a temperatura ambiente. Las células fueron resuspendidas en RPMI 1640 suplementado
con 10% SFB, 100U/mL penicilina, 100pug/mL estreptomicina y 25ug/mL anfotericina (solucion
de antibidticos-antimicotico 1X, Corning). Las células se sembraron a una densidad de 5x10°
células/mL por pocillo en placa de 24 pocillos (TPP) y se incubaron toda la noche en estufa de
cultivo celular 37°C y 5% CO, (Chang et al. 1999) Posteriormente, las células fueron tratadas
con las distintas condiciones a evaluar en este modelo definidas de acuerdo a la literatura
(tiempos y dosis), en células de sujetos controles: Control sin estimulo (medio RPMI 1640

suplementado con 10% SFB y mezcla de antibioticos 1X), SuM tBHQ (24h) (Turley et al. 2015),
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25ug/mL LPS de S. thyphimurium 14028s (24h), el co-estimulo SuM tBHQ (24h)+25ug/mL LPS
de S. thyphimurium 14028s (24h) y 25uM CoPP.

Para la definicion de condiciones, como en el objetivo N° 1, se complementaron los
resultados de los ensayos de MTT de las curvas dosis-respuesta para tBHQ y LPS de S.
thyphimurium 14028s con los resultados de Q-PCR para la expresion de HO-1 frente al
tratamiento de tBHQ e IL-8 frente al tratamiento de LPS de S. thyphimurium 14028s. Para ello,
se debieron hacer leves modificaciones en el ensayo colorimétrico del MTT y en la extraccion de

RNA total para este modelo. A continuacion se describe el detalle de ambos protocolos.

Ensayo colorimétrico MTT (viabilidad celular).

Una vez descongeladas las células PBMCs, como se describido anteriormente, se
sembraron 500.000 células/ml/pocillo en placa de 24 pocillos en medio (RPMI suplementado con
1%SFB, y solucion de antibidticos-antimicético 1X), en duplicado para cada tratamiento. Luego
de un dia en cultivo, las células fueron tratadas con las distintas dosis a probar en las curvas
dosis-respuesta. Después del tiempo de tratamiento, se descarté el medio, se agregd ImL por
pocillo de 0,25mg/mL MTT (en medio RPMI 1640 a partir de una solucién stock de S5mg/mL,
preparada en PBS estéril 1X), y se incubd durante 2h en estufa de cultivo a 37°C y 5% CO..
Posteriormente, se retird lentamente la solucion de MTT de los pocillos debido a que son células
no adherentes, y se agregd ImL de metanol absoluto y se dejé incubando durante toda la noche a
4°C. Finalmente, se tomaron 200uL de cada pocillo, se agregaron a los pocillos de una placa de

96 pocillos (de fondo plano) y se leyd la absorbancia a 570nm.

Extraccion de RNA total de PBMC.

A partir de las PBMCs tratadas con las distintas condiciones determinados previamente
para este modelo, se recuperaron los sobrenadantes para su posterior uso en la determinacion de
citoquinas secretadas, y las células fueron empleadas para la obtencion del RNA total, el cual se

uso para la determinacion de los posibles cambios en los niveles de expresion de los mRNA de
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las proteinas de interés evaluadas (HO-1, citoquinas) usando la técnica PCR cuantitativa en

tiempo real, con transcripcion reversa (explicada mas adelante).

Por ser células no adherentes, cumplido el tiempo de incubacion con las condiciones se
procedio a recuperar los medios con las células en un microtubo y fueron centrifugados a 990g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se guardo a -80°C para su posterior
uso en la evaluacion de citoquinas secretadas y el pellet de células fue usado para la extraccion de
RNA total. Al pellet obtenido se le agregaron inicialmente 100uL TRIzol, y para obtener todas
las células de los pocillos de la placa, éstos se lavaron con 400uL adicionales de TRIzol y se
agregaron a los 100uL de TRIzol anteriores; se realizd suavemente “up and down” con la
micropipeta 5 veces para lisar las células, la suspension se congelo a -80°C y luego se
descongel6 en frio para debilitar las membranas. Se centrifugd a 12.000g durante 10 minutos a
4°C. Posteriormente, se agregaron 100uL de cloroformo a cada microtubo, se agitaron los tubos
vigorosamente con la mano durante 15 segundos, se dejaron incubando sobre el meson durante 3
minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12.000g, 15 minutos a 4°C (Centrifuga
Eppendorf refrigerada, modelo 5417R), se recuperd la fase acuosa (fase superior, incolora) y se
traspasé a un nuevo microtubo, al cual se agregd iso-propanol en la proporcion 1:1, y se incubd
“overnight” a -20°C. Posteriormente, se mezclaron las fases por inversion suave de los tubos,
luego se centrifugd a 12.000g, 10 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante, el pellet se lavod
con 500uL de etanol 75% (etanol absoluto preparado con agua libre de nucleasas), se centrifugd a
7.500g, durante 5 minutos, a 4°C. Se descartd cuidadosamente el sobrenadante, se secé el RNA
(pellet) sobre el meson durante 20 minutos a temperatura ambiente, se resuspendidé el RNA en
20uL agua ultra pura, se hizo un pequefio “spin down” y se congeld a -80°C hasta su uso.
Finalmente, al momento de usar, se descongeld en frio y se cuantifico en NanoDrop (Thermo

Scientific, modelo ND-1000).

Q-PCR usando sondas Tagman.

Luego de la obtencion de RNA total se cuantificaron los niveles de expresion de mRNA
de HO-1, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y y TNF-a mediante Q-PCR segun las instrucciones de la

empresa Applied Biosystems. El esquema seguido fue el mismo que para el Q-PCR de células
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de linea celular, con la diferencia que para este modelo se utilizé el “housekeeping” GAPDH

(Sonda Hs99999905-m1, amplicén 122pb, localizacion cromosoma 12).

4.2.3 Métodos para responder el Objetivo N°3.

Estudiar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, ex vivo, en cultivos de microexplantes de tejido

colonico intestinal de pacientes afectados con EC y de sujetos control.

Reclutamiento de Sujetos para el Estudio.

Se reclutaron sujetos control y pacientes con EC que consultaron en la Unidad de EII del
Departamento de Gastroenterologia, de la Escuela de Medicina, de la Pontificia Universidad

Catolica de Chile.

Los sujetos controles y pacientes reclutados en este estudio cumplieron con los criterios
de inclusion y exclusion mencionados en la metodologia del objetivo N°2 (Anexo 1 y 2),
accediendo a un examen de colonoscopia que incluye la extraccion de micro-explantes y la toma

de muestras de sangre. Para este objetivo s6lo se usaron los micro explantes.

Obtencion de muestras de los sujetos incluidos en el estudio.

A los sujetos enrolados en el estudio que fueron sometidos a una evaluacion endoscopica,
se les tomaron micro muestras de tejido de colon (micro explantes), las cuales fueron recibidas en
medio RPMI 1640 1X con L-glutamina y 25mM de HEPES (Corning) suplementado con
10%SFB inactivado.

Cultivo de micro explantes.

Los explantes fueron cultivados modificando el protocolo descrito por Borruel et al

(2002). Los micro explantes de colon (2/pocillo, en placa de 24 pocillos) fueron pre-incubadas en
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1,5mL/pocillo con RPMI 1640 suplementado con 10%SFB, 1X solucion de antibidticos-
antimicotico y 50pg/mL de gentamicina (Gibco) (medio 1) por una hora a 37°C y 5% CO,, para
erradicar la flora autoctona y equilibrar el tejido con las condiciones de cultivo. La incubacion
con los distintos tratamientos se hizo en 1,5mL de RPMI 1640 suplementado con 10%SFB, 1X
solucion de antibidticos y 24mmol/L NaHCO;3; (medio 2). Se afiadié bicarbonato de sodio para
evitar la acidificacién del medio por el metabolismo bacteriano y la penicilina para prevenir el

sobre-crecimiento bacteriano.

Los tratamientos fueron definidos considerando la informacion obtenida de la literatura,
la cual fue replicada en este modelo ex vivo y fue complementada con el ensayo de viabilidad
MTT vy determinaciéon de niveles de mRNA de IL-8 por Q-PCR para definir las condiciones
(concentraciones y tiempo). Una vez definidos los tratamientos, los explantes fueron cultivados
como se explicd anteriormente, y fueron expuestos durante 24 horas a: Control sin estimulo,
500uM tBHQ, 1pg/mL LPS de S. tiphymurium, co-estimulo de 500uM tBHQ +1 pg/mL LPS de
S. tiphymurium y 100uM CoPP e incubados por 24h, a 37°C y 5% de CO,.

Los cultivos de los micro explantes se emplearon para el ensayo de viabilidad MTT
modificado levemente para este modelo (ver mas adelante); una vez definidos los tratamientos, se
recuperaron los tejidos en RNA later (Ambion) y fueron almacenados a -80°C hasta su uso para
la extraccion de RNA total también levemente modificada para este modelo (ver mas adelante),
para la cuantificacion del mRNA de HO-1 y citoquinas mediante Q-PCR como se realiz6 en los
objetivos N° 1 y 2; 'y, para la evaluacion de las citoquinas secretadas por los explantes de los

sujetos controles y pacientes con EC, evaluadas por ELISA multiple.

Ensayo colorimétrico MTT (viabilidad celular).

Los micro explantes de colon se colocaron en los pocillos de placa de 24 pocillos en 1,5
mL de RPMI 1640 suplementado con 10%SFB, 1X soluciéon de antibidticos-antimicotico y
50pg/mL gentamicina, en duplicado para cada tratamiento, y se incubaron durante 1h en estufa
de cultivo a 37°C y 5%CO,. Luego se cambio el medio 1 por 1,5mL del RPMI 1640
suplementado con 10%SFB, 1X mezcla de antibidticos y 24mmol/L. NaHCO; con los

tratamientos. Los micro explantes fueron tratados con las distintas dosis a probar en las curvas
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dosis-respuesta. Después del tiempo de tratamiento, se descartd el medio, se lavaron 5 veces los
pocillos con ImL de 1X PBS pH 7,2 estéril, se agreg6 1mL por pocillo de 0,25mg/mL MTT (en
medio RPMI1640 a partir de una solucion stock de Smg/mL, preparada en PBS estéril 1X), y se
incub6 durante 3h en estufa de cultivo, a 37°C con 5% CO,. Posteriormente, se retir6 la solucion
de MTT de los pocillos, se agregd 1mL de metanol absoluto y se dejo incubando durante toda la
noche a 4°C. Finalmente, se tomaron 200uL de cada pocillo, se agregaron a los pocillos de una
placa de 96 pocillos (de fondo plano) y se ley6 la absorbancia a 570nm. Las muestras
intestinales de los pocillos fueron secadas a temperatura ambiente y pesadas en la balanza

analitica para ajustar el valor de absorbancia/por peso seco.

Extraccion de RNA total de explante intestinal de colon.

Se descongelaron los explantes guardados en RNA later en frio. Luego se traspasaron a 500
uL de TRIzol en un homogenizador de vidrio y se realizaron 3 ciclos de 10 segundos de
disrupcion tisular mecéanica con un vastago rugoso. Una vez obtenido el homogeneizado, este era
traspasado a un microtubo que se dejaba en hielo mientras se procesaban las otras muestras.
Posteriormente, se dejaron todos los homogeneizados obtenidos durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Luego se agregaron 100uL de cloroformo a cada microtubo, se agitaron vigorosamente
con la mano 15 segundos y se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugaron a 12.000g por 15 minutos a 4°C, se recolect6 la fase acuosa (clara, superior) en otro
microtubo, se agregd iso-propanol en relacion 1:1, se hizo inversion suave del microtubo y se
dejaron 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12.000g durante 10 minutos a 4°C,
se elimind el sobrenadante, se lavd el pellet con 500uL de Etanol 75% (en H,0 libre de
nucleasa.). Se centrifugd a 7.500g por 5 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante, se seco el
pellet de RNA a temperatura ambiente por 20 minutos, se resuspendi6 en 30uL de agua ultra pura
libre de nucleasas, se hizo un spin y se congelo a -80°C hasta su uso. . Finalmente, al momento

de usar, se descongel6 en frio y se cuantificd en NanoDrop (Thermo Scientific, ND-1000).
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Q-PCR usando sondas Tagman para la cuantificacion de los niveles de mRNA de explantes.

Luego de la obtencion de RNA total se cuantificaron los niveles de expresion de mRNA
de HO-I1, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y y TNF-a mediante Q-PCR seglin las instrucciones de la
empresa Applied Biosystems como se describio en el objetivo N° 1, utilizando el
“housekeeping” B2M, con la misma preparacion de la mezcla de reaccion y el mismo perfil
termal (ver tablas 3y 4). Pero a diferencia del objetivo N°1, los analisis fueron realizados de 2
formas: A.-considerando el control sin estimulo de cada experimento independiente para
normalizar los otros datos del mismo experimento y evaluar la capacidad de respuesta de las
biopsias dentro de un mismo grupo de individuos; B.- considerando el promedio del grupo de
sujetos controles expuestos al medio sin estimulo para normalizar los otros datos del mismo
grupo de los sujetos controles expuestos a los distintos estimulos y para normalizar los datos
obtenidos en los pacientes con EC (zona sana o zona afectada) y, de este modo, comparar las
diferencias entre poblaciones de datos de los individuos estando sus muestras expuestas a

distintos tratamientos.

ELISA multiple.

Los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de los micro explantes que fueron expuestos
a las distintas condiciones fueron descongelados en frio para realizar el andlisis del perfil de
citoquinas secretadas, IL-8, IL-10, IL-12 , IFN-y y TNF-a, utilizando el kit Magnetic Luminex
Assay de R&D Systems de acuerdo a las instrucciones del fabricante del kit, armado a pedido
segun las citoquinas de interés, con perlas magnéticas, cuya lectura se realizdé en el equipo
LUMINEX 200, a través del servicio del Laboratorio de Virologia del ICBM de la Universidad
de Chile (servicio contratado). El ensayo se realizd con las muestras de sobrenadantes de cultivo
celular de los micro explantes tratadas con distintas condiciones: control (no tratadas), 1pug/mL
LPS(3h), 500uM tBHQ(24h) y el co-estimulo LPS+tBHQ durante 24 horas. Las muestras fueron
diluidas 1:2 utilizando Calibrator diluent RD6-52, a 60uL de muestras se agregd 60 uL de buffer.
El ensayo se hizo en duplicado con 50uL de la muestra diluida. El panel incluy6 las siguientes

citoquinas: IL8, IL-10, IFN-y, IL12p70 y TNF-a.. La curva estandar de 7 puntos se hizo con una
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dilucion seriada 1:3 (ver mas abajo). El andlisis de datos de la cantidad de citoquinas secretadas,

se realiz¢ utilizando el software Xponent del equipo LUMINEX 200.

Tabla S: Curva estandar del ELISA Multiple para las distintas citoquinas analizadas.

pg/mL | TNF-a IL-8 IL-10 IFN-y | IL12p70
SD7 2.170 1.060 790 11.220 32.210
SD6 723 353 263 3.740 10.737
SD5 241 118 87,8 1.247 3.579
SD4 80,4 39,3 29,3 416 1.193
SD3 26,8 13,1 9,75 139 398
SD2 8,93 4,36 3,25 46,2 133
SD1 2,98 1,45 1,08 15,4 442

5 RESULTADOS

5.1 1.- Evaluar el efecto anti-inflamatorio, in vitro, de la exposicion a tBHQ en las lineas

celulares de intestino, Caco-2 y HT-29.

Evaluacion del inductor de respuesta inflamatoria empleando ensayo de viabilidad celular
(MTT) en curvas dosis-respuesta de LPS de S.typhimurium en la linea celular intestinal

Caco-2 y HT-29 y, expresion de mRNA de IL-8 por Q-PCR.

Para poder determinar el posible efecto inductor pro-inflamatorio de LPS/S. typhimurium,
se utilizaron distintas dosis de los posibles agentes inductores evaluando los niveles de expresion
de mRNA de IL-8 (como marcador pro-inflamatorio de célula epitelial) y la viabilidad celular en

las lineas celulares Caco-2 y HT-29. Debido a antecedentes que sefialan que las células Caco-2
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son poco responsivas frente a LPS, se realizaron tratamientos con las dosis de LPS de 10 y 100
ng/ml y 1 pg/ml (descritas por literatura), junto con ensayos de infeccion con S.typhimurium a
distintas multiplicidades de infeccion (MOI), utilizando MOI de 10, 50 y 100, realizando
tratamientos de 2 y 24 horas (Fig. 3). Se puede observar que ninguna de las dosis probadas de
LPS y de MOI de infeccion, modifican significativamente la expresion de mRNA de IL-8 en las

células Caco-2, tanto a tiempos cortos (Fig. 3a) como a tiempos prolongados (Fig. 3b).
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Figura 3: Niveles de expresion de IL-8, utilizando como inductor de respuesta inflamatoria
LPS de S. Typhimurium e infeccion con S. Typhimurium a tiempos de estimulo de 2 horas (a)
y 24 horas (b), cuantificados mediante Q-PCR en células Caco-2. Anova 1 via, valores
repetidos, paramétrico, post-test Tukey. Cuantificacion Relativa+SEM.

Por otro lado, con el proposito de analizar el efecto de tBHQ en la linea Caco-2, se
analizo el efecto de este compuesto sobre la viabilidad celular, realizando curvas dosis-respuesta
a distintas concentraciones de tBHQ. Para ésto las células fueron expuestas durante 24 horas de
con dosis micromolares crecientes de tBHQ (2, 20, 50, 100 y 200 uM), seguidas de ensayos
MTT. Se pudo determinar que ninguna de las dosis utilizadas modificaron de manera
significativa la actividad mitocondrial en la linea celular Caco-2, lo que se relaciona a que no

hubo cambios en el porcentaje de viabilidad celular (Fig. 3).
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Figura 4. Curva dosis-respuesta de concentraciones crecientes de tBHQ realizadas en la
linea celular intestinal Caco-2 evaluando la viabilidad celular mediante MTT. Porcentaje
de viabilidad celular expresado con respecto al control (% viabilidad + DS). Anova 1 via,
simple, post-test Tukey.

Debido a los resultados mostrados en las figuras 3a y 3b, que sefialan nula respuesta de las
células Caco-2 frente a los agentes inductores de inflamacion usados, es que se decidid no
continuar trabajando con esta linea celular, a pesar de que tBHQ no mostrd diferencias

significativas en las distintas dosis probadas.

Posteriormente, se evaluo el efecto de LPS sobre las células de la linea HT-29, realizando
tratamientos de 3 y 6 h de exposicion a LPS (segun lo descrito en la literatura) con dosis de 10
ng/ml, 100 ng/ml y 1 pug/ml, para posteriormente determinar si estas dosis afectaban la viabilidad,
mediante ensayos MTT. Como se observa en la figura 5, se pudo determinar que ninguna de las

dosis empleadas de LPS cambi¢ la viabilidad celular en células HT-29.
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Figura 5. Efecto de las distintas dosis de LPS de S.fyphimurium, evaluando la viabilidad
celular en células HT-29 mediante MTT. Porcentaje de viabilidad celular expresado con
respecto al control (% viabilidad + DS). Anova 1 via, valores repetidos, post-test Tukey.

LPS de S.typhimurium induce la expresion de mRNA de la citoquina IL-8 en la linea

celular intestinal HT-29.

Una vez establecido que ninguna de las dosis utilizadas de LPS generan un impacto
significativo sobre la viabilidad celular en células HT-29, se procedi6 a analizar el efecto sobre el
perfil de expresion a nivel de mRNA, del marcador de respuesta inmune pro-inflamatorio 1L-8,

mediante reacciones de Q-PCR.

Los resultados muestran que en todas las dosis de LPS utilizadas, a los 2 tiempos de
tratamiento, los niveles de IL-8 fueron inducidos significativamente al ser comparados con
respecto a las células de la condicion control (no tratadas). Las dosis de 10 y 100ng/ml (3h)
fueron las que mas aumentaron la induccion de IL-8 con respecto a las células del grupo control
no tratadas (Fig. 6). Sin embargo, se eligio la dosis que mas indujo la expresion de IL-8 al menor
tiempo de tratamiento y que no afectaba la viabilidad celular en las células HT-29, es decir, LPS
de 10ng/ml (3h), para inducir la respuesta pro-inflamatoria en estas células, para la posterior
evaluacion del posible efecto anti-inflamatorio que podria generar tBHQ en este modelo de linea

celular coldnica.
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Figura 6. Niveles de expresion de IL-8, cuantificados mediante Q-PCR en células HT-29
post-tratamientos con LPS durante 3 y 6 h con respecto al control. Anova 1 via, valores
repetidos, post-test Tukey. Cuantificacion Relativa + SEM. a **** p<0,0001; b *** p<0,001
con respecto al valor del control.

Por lo tanto, se eligié la dosis que mas indujo la expresion de IL-8 a menor tiempo de tratamiento
y que no afectaba la viabilidad celular en células HT-29, es decir, LPS 10 ng/ml 3h para los

experimentos posteriores.

Ensayos de viabilidad celular: MTT. Curva dosis-respuesta de tBHQ en linea celular

intestinal HT-29.

Para analizar el efecto de tBHQ en células HT-29, se analiz¢ el efecto de este compuesto
sobre la wviabilidad celular, donde se realizaron curvas dosis-respuesta de distintas
concentraciones de tBHQ, dado que no habia mucha informacion en la literatura. Las células
fueron expuestas durante 24 horas de con dosis micromolares crecientes (2, 20, 50, 100, 150 y
200 uM) de este compuesto, seguidos de ensayos MTT, como se describid6 en materiales y
métodos. Se pudo observar que las dosis utilizadas no modifican la viabilidad celular (Fig. 7). Sin
embargo, se decidio seguir utilizando las dosis mas altas probadas (100uM y 200uM) para los
experimentos posteriores de evaluacion del efecto de tBHQ a nivel de mRNA, dado que la
literatura sefnala que a nivel de proteina estas dosis inducen la expresion de la proteina en esta

linea celular (Cheung et al. 2011).
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Figura 7. Curva dosis-respuesta de concentraciones crecientes de tBHQ realizadas en la
linea celular intestinal HT-29 evaluando la viabilidad celular mediante MTT. Porcentaje
de viabilidad celular expresado con respecto al control (% viabilidad + DS). Anova 1 via,
simple, post-test Tukey.
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Evaluacion de la expresion de HO-1 en la linea celular intestinal HT-29, tratada con tBHQ

durante 24 horas.

Una vez establecidas las concentraciones de tBHQ a utilizar (100 y 200 uM), se procediod
a evaluar su efecto sobre el perfil de expresion de HO-1. Se pudo determinar que la dosis mas alta
utilizada de tBHQ (200uM), incremento significativamente la expresion de HO-1 en células HT-
29 con respecto al grupo control (Fig. 8). Por lo tanto, esta fue la unica dosis seleccionada a

utilizar para la posterior evaluacion del efecto de tBHQ, antes de realizar estimulos con LPS 3h.

41



Cuantificacion Relativa de HO-1

Figura 8. Niveles de expresion de HO-1, post-tratamientos de 24h con dosis de 100 y 200pM
tBHQ, cuantificados mediante Q-PCR en células HT-29. Anova 1 via, valores repetidos,
Post-Test Tuckey. Cuantificacion relativa + SEM. * p<0,05 con respecto al valor del
control.

Expresion de HO-1 y de las citoquinas IL-8, IL-12a, IFN-y, TNF-a e IL-10 mediante Q-PCR
en células HT-29, estimuladas con LPS de S. Typhimurium 14028s, tBHQ y co-estimulo.

Con el objetivo de evaluar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ sobre el perfil de expresion
de las moléculas mencionadas anteriormente en células HT-29, se realizaron experimentos con
las dosis definidas previamente: LPS (10 ng/ml, 3h), tBHQ (200uM, 24h), y el co-estimulo,
realizando un pre-tratamiento de 21 horas con tBHQ para luego estimular LPS durante 3 horas,

para generar un tratamiento total de 24 horas.

Se pudo establecer que 200uM tBHQ vy el co-estimulo (tBHQ+LPS) inducen de manera

significativa la expresion de HO-1, con respecto al grupo control en células HT-29 (Fig 9a).

Con respecto a IL-8, LPS incrementa significativamente en las células HT-29, generando una
respuesta pro-inflamatoria necesaria para evaluar el efecto anti-inflamatorio mediado por tBHQ.
Por otro lado, tBHQ no aumenta significativamente los niveles de expresion de mRNA de IL-8.
Sin embargo, el tratamiento de tBHQ por 21h, previo a la adicion de LPS 3h incrementa

significativamente los niveles de IL-8 inducidos por LPS (Fig. 9b).
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Figura 9. Niveles de expresion de HO-1 (a) e IL-8 (b), post-tratamientos con LPS, tBHQ y
en co-estimulo, cuantificados mediante Q-PCR en células HT-29. Anova 1 via, valores
repetidos, post-test Tukey. Cuantificacion relativa + SEM. * p<0,05; **p<0,01 y ***
p<0,001, con respecto al valor del control.

Con respecto a TNF-a, LPS incrementa significativamente su expresion en las células
HT-29; tBHQ no aumenta significativamente los niveles de expresion de mRNA de TNF-q; el
tratamiento de tBHQ por 21h, previo a la adicion de LPS 3h no modifica significativamente los
niveles de TNF-a inducidos por LPS (Fig. 10a). Con respecto a IL-12a, solo se observa que LPS

induce significativamente los niveles de expresion de mRNA para esta citoquina.
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Figura 10. Niveles de expresion de TNF-a (a) e IL-12a (b), post-tratamientos con LPS,
tBHQ y en co-estimulo, cuantificados mediante Q-PCR en células HT-29. Anova 1 via,
valores repetidos, post-test Tukey. Cuantificacion relativa + SEM. * p<0,05; *** p<0,001;
**%% p<0,0001, con respecto al valor del control.

Con respecto a los niveles de expresion de citoquinas IFN-y e IL-10, no se pudo hacer el
andlisis con el AA Cr para evaluar las veces de cambio de los niveles de expresion de mRNA,

dado que los valores de Ct dieron indeterminados, esto quiere decir que esta citoquina no fue

detectada mediante Q-PCR.

Analisis de expresion proteica de HO-1 detectada mediante inmunofluorescencia indirecta
en células HT-29.

Como se puede ver en la figura 11, es posible observar la presencia de 2 tipos de marcas
de la expresion de HO-1. Por un lado hay presencia de un tipo de marca "reticular" (seglin hoja
informativa del anticuerpo) el cual aparentemente coincide con el nicleo de estas células, la que
es una marcacion de fluorescencia mas intensa. También es posible observar una marca
"punteada", mas dispersa en la célula y con una fluorescencia menos intensa que la marca
reticular. Ademas, se puede decir que este tipo de linea celular intestinal expresa basalmente HO-

1 (Fig. 11 control).
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Figura 11. Analisis de la expresion proteica de HO-1 mediante ensayos de
inmunofluorescencia en células HT-29. Las células fueron sometidas a tratamientos con
LPS, tBHQ y ambos en co-estimulo. Se muestran microfotografias tomadas con objetivo
40X, representativas en cuanto al nimero y porcentaje de células.

Al realizar el analisis general de cuantificacion de las marcas detectadas en la
inmunofluorescencia y expresarlas en porcentaje con respecto a las células totales (DAPI+), se
puede observar que el porcentaje de células HT-29 que dieron negativas para HO-1, es
practicamente nulo en todas las condiciones aplicadas, por lo que se puede decir que
practicamente el 100% de las células expresan HO-1 en todas las condiciones con respecto al
porcentaje de células totales (Fig.12). También se puede decir que hay diferencias significativas
al comparar el porcentaje de células totales de cada condicién con respecto a su porcentaje de

marca HO-1 reticular, punteada y doble marca (reticular y punteada) (Fig. 12).
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Figura 12. Analisis de la expresion proteica de HO-1, expresadas en porcentaje con respecto
al porcentaje de células DAPI (+), de los ensayos de inmunofluorescencia en células HT-29
post-tratamiento con tBHQ (200pM), LPS (10 pg/ml) y ambos en co-estimulo. Anova 1 via,

no pareado, no paramétrico test Kruskall-Wallis, post-test Dunn’s. % respecto a células
DAPI(+) + DS. a:*p<0,05; b:**p<0,01; c:***p<0,001; d:**** p<0,0001, con respecto al
valor del grupo de células totales.

En cuanto a la marca de HO-1 reticular, se puede decir que no se observaron diferencias

entre los distintos tratamientos aplicados (Fig. 13),
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Figura 13. Analisis de la expresion proteica de HO-1 mediante ensayos de
inmunofluorescencia en células HT-29, post-tratamiento con tBHQ (200nM), LPS (10
ng/ml) y ambos en co-estimulo, con respecto al tipo de marca reticular de HO-1 en los
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resultados de las inmunofluorescencias realizadas. Anova 1 via, simple, post-test Kruskall-
Wallis. % respecto a células DAPI(+) + DS.

Con respecto al porcentaje de células con marca HO-1 punteada, no se observaron

cambios entre la condicion control y los distintos tratamientos (Fig.14).
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Figura 14. Andlisis de la expresion proteica de HO-1 mediante ensayos de
inmunofluorescencia en células HT-29, post-tratamiento con tBHQ (200nM), LPS (10
ng/ml) y ambos en co-estimulo, con respecto al tipo de marca punteada de HO-1 en los
resultados de las inmunofluorescencias realizadas. Anova 1 via, simple, post-test Kruskall-
Wallis. % respecto a células DAPI(+) + DS.

Sin embargo, para el grupo de células que presenté doble marca (reticular y punteada), las
células tratadas con tBHQ (200uM) incrementaron significativamente sus niveles de expresion
proteica de HO-1 con respecto al control de doble marca. También se observé un incremento
significativo de la expresion proteica de HO-1 doble marca frente al estimulo CoPP (control

positivo para la induccion de la expresion proteica de HO-1) (Fig. 15)
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Figura 15. Analisis de la expresion proteica de HO-1 mediante ensayos de
inmunofluorescencia en células HT-29, post-tratamiento con tBHQ (200uM), LPS (10
ng/ml) y ambos en co-estimulo, con respecto a la doble marca de HO-1. Anova 1 via, simple,
no paramétrico, post-test Kruskall-Wallis. % respecto a células DAPI(+) + DS. ** p<0,05;
**% p<0,001 con respecto al control.

5.2 2.- Determinar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, ex vivo, en PBMCs de muestras de

sangre obtenidas de pacientes con EC y de sujetos controles.

Con respecto a este modelo de estudio, cabe destacar que el rendimiento de obtencion de
RNA total para realizar el Q-PCR de las distintas citoquinas a analizar fue bajo a pesar de realizar
diversas modificaciones del método. Por lo tanto, se privilegié utilizar las muestras de RNA total
obtenidas para los andlisis de expresion de mRNA de HO-1, IL12, por ser los blancos a evaluar

por efectos de tBHQ, y de IL-8 por ser un marcador de la respuesta inmune pro-inflamatoria.

Para definir las dosis de los estimulos a utilizar en estos estudios, nos basamos en la
informacion de la literatura (Turley ef al. 2015). Se pudo determinar que ninguna de las dosis
utilizadas en los tratamientos aplicados modifica de manera significativa el porcentaje de
viabilidad celular en PBMCs. Se utilizaron sujetos controles para evaluar las concentraciones de

los distintos estimulos (Fig. 16).
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Figura 16. Evaluacion de concentraciones de tBHQ, LPS y CoPP en la viabilidad celular de
PBMC:s de sujetos controles. Anova 1 via, valores repetidos, post-test Tukey. % viabilidad
celular con respecto al control +DS

Efecto de tBHQ y LPS de S.typhimurium, en la expresion de HO-1 e IL-8 en PBMCs de

sujetos controles.

Una vez ya determinado de que ninguna dosis utilizada tanto de tBHQ como de LPS
genera cambios significativos sobre la viabilidad celular en PBMCs, se analizo el efecto sobre el
perfil de expresion de HO-1 y también sobre el marcador de respuesta inmune pro-inflamatorio

IL-8.

Se determind que tBHQ (5 pM) induce significativamente los niveles de expresion de
mRNA HO-1, ya sea en forma individual como en co-estimulo con LPS con respecto a la
condicion control (no tratada) y, que LPS solo no induce HO-1 y tampoco en co-estimulo con
respecto al control (Fig. 17a). Con respecto a IL-8, se establecid6 que tBHQ (solo o en co-
estimulo) no induce cambios en su expresion y, que LPS es el Gnico tratamiento que generd un

incremento significativo en la expresion de IL-8 con respecto a la condicion control (Fig. 17b).
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Figura 17: Niveles de expresion de HO-1 (a) e IL-8 (b), cuantificados mediante Q-PCR en
PBMC:s de sujetos controles, con respecto a la condicion control (basal; Analisis A). Anova
1 via, simple, post-test Tukey. Cuantificacion relativa + SEM. CoPP control positivo de
expression de HO-1.

Por otro lado, respecto a los niveles de expresion de mRNA de IL-12a en PBMCs de

sujetos controles, no se observaron diferencias significativas entre las distintas condiciones (Fig.

18).

IL-12a

n=3

Cuantificacion Relativa de IL-12a
-

Figura 18: Niveles de expresion de IL-12a, cuantificados mediante Q-PCR en PBMCs de
sujeto control, con respecto al control (basal; Analisis A). Anova 1 via, valores repetidos,
post-test Tukey. Cuantificacion relativa + SEM. 50



tBHQ y LPS de S.typhimurium, no inducen la expresion de HO-1 y de IL-8 en PBMCs de
Pacientes afectados con Enfermedad de Crohn.

Evaluado ya el efecto de tBHQ en PBMCs de sujetos controles, se procedidé a analizar su
efecto en PBMCs de pacientes afectados con enfermedad de Crohn. Cabe mencionar que la
obtencion de RNA total de pacientes afectados con EC, fue ain mas ineficiente que en PBMCs
de sujetos controles, por lo cual se decidio realizar los Q-PCR con 50 ng de RNA total por

reaccion, para poder analizar las mismas citoquinas evaluadas en sujetos controles.

Con respecto a HO-1, 5uM tBHQ no gener6 un incremento significativo de la expresion

de esta enzima con respecto a la condicion control (Fig. 19).

Con respecto a IL-8, se pudo hacer la reaccion de Q-PCR para 3 pacientes, pero solo
amplificaron 2 de ellos a niveles de expresion de mRNA tan bajos como la condicidon control. El

tercer n dio indeterminado (graficos no mostrados).

Por otro lado, respecto a IL-12a en PBMCs de pacientes afectados con Enfermedad de
Crohn no se pudo evaluar debido a que no hubo amplificacion durante la reaccion de Q-PCR para

esta citoquina (grafico no mostrado).
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Figura 19. Niveles de expresion de HO-1 en PBMCs de pacientes afectados con EC, post-
tratamientos con LPS, tBHQ y en co-estimulo, cuantificados mediante Q-PCR, con respecto
al control (basal; Analisis A). Anova 1 via, no pareado, no paramétrico, post-test Dunn’s.
Cuantificacion relativa + SEM.
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5.3 Estudiar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, ex vivo, en cultivos de microexplantes de

tejido colonico intestinal de pacientes afectados con EC y de sujetos control.

Ensayos de viabilidad celular: MTT. Curva dosis-respuesta de tBHQ en explantes de tejido

de colon.

Debido a los pocos antecedentes que existen sobre los efectos de tBHQ y LPS en EIl vy,
particularmente en biopsias intestinales humanas, se procedié a evaluar si estos compuestos
podrian modular la respuesta inflamatoria en explantes de tejido coldnico (aprox. 16-20 mg, 2
biopsias por tratamiento) de sujetos controles, explantes coldnicos de zona sana (ZS) y zona
afectada (ZA) de pacientes con EC. En paralelo, se evalud si las dosis de LPS obtenidas por
literatura (1 y 10pg/ml) modifican el porcentaje de viabilidad. Para esto, se realizd una curva
dosis-respuesta de distintas concentraciones de tBHQ (50, 100, 200 y 500 uM) durante un tiempo
de exposicion de 24 horas y también en explantes de colon de sujetos controles, para
posteriormente ser sometidos a ensayos MTT. Dada la falta de antecedentes que relacionen
tBHQ con este modelo de estudio, se decidi6 utilizar una dosis incluso mas alta que la reportada
para HT-29 (500uM) ya que este modelo no sélo puede incluir células epiteliales sino también
inmunes, y debido a que el nimero de células por pocillo si bien no es exactamente conocido si

es mayor que en el modelo del objetivo N°1.

Se pudo determinar que ninguna de las dosis utilizadas en los tratamientos aplicados,
tanto de LPS (3 horas) como de tBHQ (24 horas), afectaban la viabilidad de los explantes
intestinales (Fig. 20).
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Figura 20. Curva dosis-respuesta de concentraciones de LPS y tBHQ realizadas en biopsias
colonicas de sujetos controles sobre la viabilidad celular, expresado como el porcentaje de
viabilidad celular con respecto al control. Anova 1 via, no pareado, post-test Tukey. % de
viabilidad con respecto al control + DS.

tBHQ induce la expresion de HO-1 en explantes de tejido colonico de sujetos controles.

Una vez evaluado que las dosis de tBHQ y LPS no afectaban la viabilidad celular de las
biopsias intestinales sometidas a tratamientos, se procedi6 a evaluar si ambos compuestos
podrian modular la expresion de HO-1 e IL-8, mediante analisis de ensayos de Q-PCR, para
poder establecer las dosis apropiadas que generen cambios significativos en la induccion de la

expresion de ambas proteinas (Fig. 21).

Se pudo determinar que sélo la dosis de 500uM tBHQ (24h) incremento
significativamente los niveles de expresion de HO-1 con respecto a la condicidon control,

mientras que LPS no produjo ningin cambio (Fig. 21a).

Por otro lado, s6lo la dosis menor de LPS utilizada en estos ensayos (1ug/ml, 3h) pudo
modular la expresion de IL-8, incrementando significativamente los niveles de expresion de esta

citoquina con respecto a la condicion control (no tratada) (Fig. 21b).
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Figura 21. Niveles de expresion de HO-1 (a) e IL-8 (b), post-tratamientos con LPS y tBHQ,
cuantificados mediante Q-PCR en explantes colonicos de sujetos controles, con respecto al
control (basal; Analisis A). Anova 1 via, no pareado, post-test Tukey. Cuantificacion
relativa+ SEM. * p<0,05; ** p<0,01, con respecto al valor del control.

tBHQ induce la expresion de HO-1 en biopsias de tejido colonico de sujetos controles, pero
no en biopsias intestinales de pacientes afectados con EC, sometidas a tratamientos con

tBHQ, LPS y ambos compuestos en co-estimulo.

Al poder establecer las concentraciones tanto de tBHQ como LPS, que modulen la
expresion de HO-1 e IL-8 en biopsias intestinales, respectivamente, se procedié a evaluar si
modulan la expresion de HO-1 utilizando ambos compuestos en co-estimulo (Fig. 22), tanto en
explantes de sujetos controles como explantes de pacientes afectados con EC, En primer lugar se
realizaron tratamientos con 500uM tBHQ durante 21 horas, para posteriormente adicionar LPS

(1pg/ml) por 3 horas, y completar un tratamiento total de 24 horas.

Al igual que en los ensayos de Q-PCR anteriores (ensayos de determinacion de dosis),
tratamientos con 500uM tBHQ, inducen significativamente la expresion de HO-1 en biopsias de

sujetos controles, pero en tratamientos realizados en co-estimulos con LPS, tBHQ no modul6 su
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expresion. (Fig. 22a). Sin embargo, en biopsias intestinales de pacientes afectados con EC, no fue
posible inducir la expresion de HO-1 mediante tratamientos con tBHQ o tBHQ+LPS. Aunque
hubo un incremento de la expresion de HO-1 en biopsias de ZS de pacientes afectados con EC
con respecto al grupo control, este no fue significativo (Fig. 22b). Respecto a la expresion de HO-

1 en ZA de pacientes afectados con EC, no hubo cambios en ninguna condicion evaluada EC
(Fig. 22c¢).

a)

o
~
(]

~

Biopsias Controles Biopsias ECZS Biopsias EC ZA
- ' ns
. ns !

[}
1
+
.
H
-
1

i

Cuantificacion Relativa de HO-1
- - T (=) o
El
n
I
"lzl:
=
- S
i 3
=
o
L2
Cuantificacion Relativa de HO-1
- - na L)
Cuantificacion Relativa de HO-1
A S -

Figura 22. Niveles de expresion de HO-1, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en co-
estimulos, cuantificados mediante Q-PCR en explantes colonicos de sujetos controles , de
ZS y ZA de pacientes afectados con EC, con respecto a la condicion control (basal; Analisis
A). Anova 1 via, valores repetidos, post-test Tukey. Cuantificacion relativa+ SEM. *
p<0,05; ** p<0,01, con respecto al valor del control.

tBHQ disminuye la induccion de la expresion de IL-8 mediado por LPS en biopsias

colonicas de sujetos sanos y en explantes de zona sana de pacientes afectados con EC.

Al igual que en el ensayo anterior, se realizaron tratamientos con 500uM tBHQ durante

21 horas, para posteriormente adicionar LPS (1ug/ml, 3h), y completar un tratamiento total de 24

horas.

Luego de realizar la misma metodologia para HO-1, se pudo determinar que LPS
(1pg/ml), induce la expresion de IL-8 con respecto a la condicion control, en biopsias intestinales

de sujetos sanos y en explantes de zona sana (ZS) de pacientes afectados con Enfermedad de
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Crohn (EC), a diferencia de los explantes de zona afectada (ZA) de pacientes que padecen de EC

donde no hubo induccién de esta quimioquina (Fig. 23).

Sin embargo, fue posible establecer que en biopsias de sujetos controles y de zonas sanas
de pacientes con EC, realizar un tratamiento con tBHQ o tBHQ 21h antes de adicionar iniciar el
tratamiento con LPS, no solo reduce significativamente el aumento de los niveles de expresion de

IL-8 mediado por LPS, sino que reduciria esos niveles incluso bajo los niveles basales (Fig. 23).
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Figura 23. Niveles de expresion de IL-8, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en co-
estimulo, cuantificados mediante Q-PCR en explantes colonicos de sujetos controles (a),
como también de zona sana (b) y zona afectada (c) de pacientes afectados con EC, con
respecto a la condicion control (basal; Analisis A). Anova 1 via, valores repetidos, post-test
Tukey. Cuantificacion relativa + SEM. * p<0,05; *** p<0,001, con respecto al valor del
control.
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tBHQ no modula la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-12a, TNF—-a e IFN—y

en tejido intestinal.

Una vez ya determinado que tBHQ reduce los niveles de expresion de IL-8 inducidos por
LPS, en biopsias colonicas de sujetos controles y en explantes de zonas sanas de pacientes
afectados con EC, se procedi6 a analizar su efecto sobre las demas citoquinas pro-inflamatorias

que son de interés en este estudio (IL-12a, TNF-a e IFN-y).

Se pudo determinar que tBHQ, no altera la expresion de las citoquina pro-inflamatorias
mencionada anteriormente, tanto en biopsias colonicas de sujetos controles como en explantes de

pacientes afectados con EC (ZS y ZA) (Fig. 24, 25 y 26).
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Figura 24. Niveles de expresion de mRNA para IL-12a, post-tratamientos con LPS,
tBHQ y ambos en co-estimulo, cuantificados mediante Q-PCR en explantes colonicos de
sujetos controles (a), como también de zona sana (b) y zona afectada (c) de pacientes
afectados con EC, con respecto a la condicién control (basal; Analisis A). Anova 1 via,
valores repetidos, post-test Tukey. Cuantificacion relativa + SEM.
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Figura 25. Niveles de expresion de TNF-a, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en
co-estimulo, cuantificados mediante Q-PCR en explantes colonicos de sujetos controles (a),
como también de zona sana (b) y zona afectada (c) de pacientes afectados con EC, con
respecto a la condicion control (basal; Analisis A). Anova 1 via, valores repetidos, post-test
Tukey. Expresion relativa + SEM.
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Figura 26. Niveles de expresion de mRNA para IFN-y, post-tratamientos con LPS, tBHQ y
ambos en co-estimulo, cuantificados mediante Q-PCR en explantes colonicos de sujetos
controles (a), como también de zona sana (b) y zona afectada (c) de pacientes afectados con
EC, con respecto a la condicién control (basal; Analisis A). Anova 1 via, valores repetidos,
post-test Tukey. Cuantificacion relativa + SEM.

59



tBHQ no modula la expresion de la citoquina pro-inflamatoria IL-10 en tejido intestinal.

Ya analizado el efecto de tBHQ sobre HO-1 y ademas las citoquinas pro-inflamatorias de
interés para este estudio ya mencionadas anteriormente, se procedid a determinar si tBHQ
modula la expresion de IL-10, en biopsias coldnicas de sujetos controles y también en explantes

de pacientes afectados con EC.

Se pudo establecer, a diferencia de HO-1 e IL-8, que tBHQ no moduld la expresion de IL-10

en ninguno de los 3 grupos de explantes analizados (Fig. 27).
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Figura 27. Niveles de expresion de IL-10, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en co-
estimulo, cuantificados mediante Q-PCR en explantes colonicos de sujetos controles (a),
como también de zona sana (b) y zona afectada (c) de pacientes afectados con EC, con
respecto a la condicion control (basal; Analisis A). Anova 1 via, valores repetidos, post-test
Tukey. Cuantificacion relativa + SEM.
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Cuantificacion de citoquinas secretadas (IL-8, IL12a, TNFa, IFN-y e IL-10) por explantes
colonicos tratados con LPS, tBHQ y ambos compuestos en co-estimulo, mediante ELISA
multiple.

Para poder analizar el efecto de tBHQ en la secrecion de los mediadores inflamatorios
(IL-8, IL12a, TNFa, IFN-y) y anti-inflamatorio (IL-10) de los explantes intestinales estimulados,
se realizaron mediciones de estas citoquinas en sus sobrenadantes con el kit de ELISA multiple.
Los explantes de colon fueron analizados en 3 grupos: Sujetos Controles, pacientes con EC zona
sana (EC ZS) y pacientes con EC zona afectada (EC ZA). Se pudo determinar que los niveles de
IL-8 secretados tanto por los explantes de sujetos controles como por los explantes de los
pacientes afectados con EC (ZS y ZA) fueron basalmente altos en los explantes de la condicion
control. Ademads, no se registraron diferencias significativas en la secrecion de este mediador
pro-inflamatorio con respecto a los tratamientos aplicados en cada grupo de biopsias ni tampoco

entre grupos de explante (Fig. 28a, Control, EC ZS y EC ZA).

Respecto a las lecturas de los niveles de esta citoquina, en la mayoria de las muestras de
los pacientes EC ZS y ZA, en todas las condiciones, se sobrepasé el limite maximo de deteccion
del kit (Fig. 28, b y ¢), la excepcion fue una muestra de EC ZS en las condiciones TBHQ y co-
estimulo que alcanz6 valores cercanos al limite inferior de deteccion para esta citoquina, lo cual
hizo que dado el bajo nimero de muestras, se aumentara la dispersion y la baja en el promedio no
diera significativa (Fig.27c). En los sobrenadantes del grupo de los sujetos controles, los valores
detectados en la condicion control y LPS sobrepasaron los niveles méximos de deteccion, sin
embargo, la mayoria de estas muestras mostraron valores menores en las condiciones TBHQ y
co-estimulo alcanzando la mitad de la lectura del control o LPS, a pesar de ello y dada la alta

dispersion y bajo nimero de muestras no se observaron diferencias significativas (Fig.28b).

Sobre los niveles de secrecion de TNF-a, se puede decir que todas las muestras de todas las
condiciones, en los 3 grupos de explantes analizados, dieron dentro del rango de deteccion del
kit. Los niveles de secrecion en el grupo control (31.88£8.58) y EC ZS (14.07£1.96) fueron
bastante mas bajos con respecto al valor del grupo de EC ZA (540.37+544.21) en la condicion
control. En cuanto a las diferencias entre las distintas condiciones dentro de un mismo grupo, no

se observaron cambios significativos (Fig 29 a, b, ¢ y d), a pesar que si se ve una tendencia de
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lecturas mayores de secrecion de TNF- a en los explantes de EC ZA, lo que se entiende por ser

un area afectada y, por lo tanto, inflamada (Fig. 29ay c).
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Figura 29. Niveles de secrecion de IL-8, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en co-
estimulo, cuantificados mediante Elisa Multiple en explantes colonicos entre grupos de
explantes (a), en sujetos controles (b), pacientes con EC ZS (c) y pacientes con EC ZA (d).
Anova 1 via, no paramétrico, no pareado, Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. Porcentaje
de niveles secretados. %IL-8+DS.
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Sobre los niveles de secrecion de TNF-a, se puede decir que todas las muestras de todas
las condiciones, en los 3 grupos de explantes analizados, dieron dentro del rango de deteccion del
kit. Los niveles de secrecion en el grupo control (31.88+£8.58) y EC ZS (14.07£1.96) fueron
bastante mas bajos con respecto al valor del grupo de EC ZA (540.37+544.21) en la condicion
control. En cuanto a las diferencias entre las distintas condiciones dentro de un mismo grupo, no
se observaron cambios significativos (Fig 29 a, b, ¢ y d), a pesar que si se ve una tendencia de
lecturas mayores de secrecion de TNF- a en los explantes de EC ZA, lo que se entiende por ser

un area afectada y, por lo tanto, inflamada (Fig. 29ay c).
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Figura 29. Niveles de secrecion de TNF-a, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos es co-
estimulo, cuantificados mediante Elisa Multiple en Explantes colonicos entre grupo de
explantes (a), en sujetos controles (b), EC ZS (¢) y EC ZA (d). Anova 1 via, no paramétrico,
no pareado, Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. Porcentaje de niveles secretados. % TNF-
a+DS

Con respecto a IL-12a, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados dentro de cada grupo de explante, ni entre la misma condicidn entre los distintos grupos
de explantes (Fig. 30a). Sin embargo, al analizar con mas detalle los valores obtenidos, fue
posible observar que el tratamiento con tBHQ solo o en co-estimulo generd una tendencia a la
disminuciéon de la secrecion de IL-12a en todos los grupos de explantes con respecto a su
condicion control (no tratada). Respecto al tratamiento con LPS, se pudo notar que este
tratamiento no indujo la secrecion de esta citoquina en ningin grupo de explante, siendo sus
valores siempre cercanos al valor de la condicion control. También se pudo observar que los
niveles basales secretados de esta citoquina por los explantes de la ZA de los pacientes con EC
eran mayores que los niveles secretados por los explantes de ZS de pacientes con EC e incluso
que los valores secretados por los explantes de los sujetos controles, con respecto a la condicion

control (Fig. 30)
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Figura 30. Niveles de secrecion de IL-12a, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en
co-estimulo, cuantificados mediante Elisa Multiple en explantes colonicos entre grupos de
explantes (a), en sujetos controles (b), EC ZS (c) y EC ZA (d). Anova 1 via, no paramétrico,
no pareado, Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. Porcentaje de niveles secretados. % IL-
12* + DS.
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Sobre los niveles de secrecion de IFN-y, se pudo observar un perfil de secrecion muy
similar al observado para IL-12a, con la diferencia que los valores de secrecion alcanzados por
IFN-y fueron menores. Se puede decir que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos aplicados dentro de cada grupo de explante, ni entre la misma condicién entre los
distintos grupos de explantes (Fig. 31a). Pero al analizar con detalle los valores obtenidos, se
observo que los tratamientos tBHQ o tBHQ-+LPS generaron una tendencia a la disminucion de
la secrecion de IFN-y en todos los grupos de explantes con respecto a su condicioén control (no
tratada). Respecto al tratamiento con LPS, se pudo notar que este tratamiento no indujo la
secrecion de esta citoquina en ninguin grupo de explantes, siendo sus valores siempre cercanos al
valor de la condicidon control. También se pudo observar que los niveles basales secretados de
esta citoquina por los explantes de la ZA de los pacientes con EC eran mayores que los niveles
secretados por los explantes de ZS de pacientes con EC e incluso que los valores secretados por

los explantes de los sujetos controles, con respecto a la condicion control (Fig. 31).
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Figura 31. Niveles de secrecion de IFN-y, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en co-
estimulo, cuantificados mediante Elisa Multiple en explantes colonicos entre grupos de
explantes (a), en sujetos controles (b), EC ZS (¢) y EC ZA (d). Anova 1 via, no paramétrico,
no pareado, Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. prcentaje de niveles secretados. % IFN-
v+ DS

Por otro lado, con respecto a IL-10 se pudo observar un perfil de secrecion muy similar al
observado para IL-12a e IFN-y, con la diferencia que los valores de secrecion alcanzados por IL-
10 fueron mucho mas bajos que estas citoquinas pro-inflamatorias. Se puede decir que no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados dentro de cada grupo de explante, ni
entre la misma condicion entre los distintos grupos de explantes (Fig. 32a). Pero al analizar con
detalle los valores obtenidos, se observo que los tratamientos tBHQ o tBHQ+LPS nuevamente
generaron una tendencia a la disminucion de la secrecion de IL-10, al igual que para IL-12a e
IFN-y, en todos los grupos de explantes con respecto a su condicién control (no tratada).
Respecto al tratamiento con LPS, se pudo notar que este tratamiento no modifico la secrecion de
IL-10 en ningun grupo de explante, siendo sus valores siempre cercanos al valor de la condicion
control. También se pudo observar que los niveles basales secretados de esta citoquina por los
explantes de la ZA de los pacientes con EC eran mayores que los niveles secretados por los
explantes de ZS de pacientes con EC e incluso que los valores secretados por los explantes de los

sujetos controles, con respecto a la condicion control (Fig. 32). En el grupo de explantes EC ZA,
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se pudo determinar que S00uM tBHQ produjo una disminucién en la secrecion de esta citoquina

anti-inflamatoria con respecto a los explantes controles de manera significativa (*p<0,05) (Fig.
324).
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Figura 32. Niveles de secrecion de IL-10, post-tratamientos con LPS, tBHQ y ambos en co-
estimulo, cuantificados mediante Elisa Multiple en explantes colonicos entre grupos de
explantes (a), en sujetos controles (b), EC ZS (c) y EC ZA (d). Anova 1 via, no paramétrico,
no pareado, Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. Porcentaje de niveles secretados. % IL-
10 £ DS. *p<0,05 respecto a condicion control en EC ZA.
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5. DISCUSION

Este estudio propone que el preservante alimenticio tBHQ podria tener un rol
modulador en la respuesta inflamatoria intestinal en la Enfermedad inflamatoria intestinal. Para
esto, se analizo su efecto en la enzima anti-inflamatoria HO-1, como también en diversas
citoquinas que modulan la respuesta inflamatoria en lineas celulares intestinales, células
mononucleares de sangre periférica y en explantes colonicos tanto de sujetos sanos como en
pacientes afectados con EIl. Se sabe que tBHQ es un potente inductor de Nrf2, aunque su
mecanismo no ha sido dilucidado (Imhoff y Hansen, 2010). Ademas, existe evidencia que
implica un efecto anti-inflamatorio de Nrf2 en una variedad de modelos experimentales y, que
tBHQ puede desempefiar un papel anti-inflamatorio importante mediante el aumento del sistema
antioxidante celular regulando positivamente a Nrf2 resultando en la disminucién de la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias a través de la inactivacion de la via de sefalizacion
NF-x B (Jin et al. 2010). Cabe destacar que no existe evidencia que relacione los efectos de
tBHQ con EII, particularmente con EC, por lo tanto, este estudio aporta nuevos antecedentes para
ayudar a comprender los posibles mecanismos anti-inflamatorios que se le han conferido a este
compuesto.

Para analizar el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, se busco un agente gatillante de una
respuesta inflamatoria en células Caco-2 y HT-29, ya que estas lineas celulares exhiben
funciones y caracteristicas especificas del epitelio intestinal (Gagnon et al. 2013). Cabe destacar
que en EII, existe un deterioro funcional de las células epiteliales intestinales, concomitante con
la infiltracion de células inflamatorias en la [dmina propia (Al-Ghadban et al. 2016). Para poder
generar una respuesta pro-inflamatoria en células Caco-2 y HT-29 se utilizd6 como agente
gatillante de esta respuesta LPS, principal componente de membrana de las bacterias Gram-
negativas, el cual es un potente estimulo inflamatorio, cuya liberacion durante el crecimiento o la
lisis bacteriano provoca una diversidad de factores de crecimiento, citoquinas y mediadores
inflamatorios (Chen H. et al. 2015).

En este estudio se pudo determinar que en las células Caco-2, los tratamientos aplicados
con LPS no afectaron la viabilidad celular, como lo sefialado en la literatura donde Wells y sus
colaboradores demostraron que el LPS no tuvo ningun efecto discernible sobre la estructura de

los enterocitos, la viabilidad y la susceptibilidad a la invasion bacteriana, por lo cual, sus
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resultados sugirieron que podria no implicar pérdida de viabilidad epitelial o facilitar la entrada
de bacterias en las células epiteliales intestinales (Wells et al. 1993).

Con respecto a la responsividad de las células Caco-2 ante el estimulo con LPS, no fue
posible generar una respuesta pro-inflamatoria, con ninguna de las concentraciones aplicadas y
seleccionadas por literatura, para lo cual se utilizo el mediador IL-8 como marcador de respuesta
pro-inflamatoria. Se us6 esta citoquina como marcador ya que podria ser un marcador para
diversas condiciones clinicas y el incremento en los niveles de IL-8 podria ser resultado de
diversas condiciones inflamatorias (Todorovi¢-Rakovi¢ y Milovanovi¢, 2013). Se sabe que en
c¢lulas de mamiferos, LPS y otros productos bacterianos son reconocidos por una clase de
receptores reconocedores de patrones llamados Toll-like receptors (TLRs), donde la activacion de
TLR-4 mediado por LPS, culmina en actividad transcripcional de la via de sefalizacion NF-kB
junto con la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (Abreu et al. 2001). Particularmente, con
la linea celular Caco-2, existe evidencia que expresan bajos niveles de mRNA para TLR4. En un
estudio realizado por Hung Q. y sus colaboradores, analizaron la expresion de TLR-4 en lineas
celulares colorectales humanas (Caco-2, HCT116, HT29, SW480 and KM20) mediante Q-PCR y
pudieron determinar aumentos significativos en la expresion de TLR4 en células HT29, SW480 y
KM?20, mientras que las células Caco-2 y HCT116 que muestran s6lo expresion minima (Hung et
al. 2012), lo que da cuenta de los resultados obtenidos.

Al haber evidencia bibliografica de que células Caco-2 son poco responsivas frente a
LPS, se busco otro inductor de respuesta pro-inflamatoria. A raiz de esto surge la idea de utilizar
infeccion con S.typhimurium 14028. Se utilizaron 3 multiplicidades de infecciones distintas
(MOI) para analizar la respuesta pro-inflamatoria generada (MOI 10, 50 y 100) elegidas por
literatura (Gal-Mor et al. 2012) (Sierro et al. 2001). Se sabe que este patdégeno es reconocido por
células epiteliales intestinales por medio de la deteccion de mondémeros de flagelina via TLR-5
(Lyons et al. 2004). Cabe destacar que ninguna de las dosis de infeccion con S.typhimurium,
incremento los niveles de IL-8 en células Caco-2. Existen antecedentes en la literatura con
respecto a esto, en donde Serovar Typhimurium no induce IL-8, en células Caco-2 cultivadas en
ausencia de suero, indicando que los factores séricos también pueden ser importantes para la
produccion de IL-8 inducida por Serovar typhimurium (Mynott et al. 2002). Cabe destacar que
durante los ensayos de infeccion realizados en este trabajo, los medios de cultivo de células

Caco-2 si fueron suplementados con suero fetal bovino al 10% (pero sin presencia del mix de
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antibidticos para no matar las bacterias de Salmonella), lo que en este caso no habria afectado el
resultado observado. Por otro lado, también hay evidencia de una reducida secrecion de IL-8 por
células Caco-2 infectadas con Serovar Typhimurium a MOI 100, presumiendo que fue causada
debido a la disrupcion de las monocapas inducida por las bacterias (Mynott et al. 2002).

Por lo tanto, debido a la utilizacioén de 2 estimulos distintos para generar una respuesta
pro-inflamatoria, que no produjeron una alteracion significativa de IL-8, se decidi6 descartar esta
linea celular y trabajar s6lo con las células epiteliales colonicas humanas HT-29, de las cuales
existe evidencia bibliografica del incremento de los niveles de mRNA de IL-8 (mediante Q-PCR)
después de una exposicion ante LPS (Angrisano ef al. 2010).

Descartadas las células Caco-2, se procedid a evaluar el efecto de las mismas dosis de
LPS mencionadas anteriormente esta vez en células HT-29 estableciéndose que ninguna dosis
alter6 la viabilidad celular en esta linea celular, al igual que en el trabajo desarrollado por Duary
y sus colaboradores, donde el porcentaje de viabilidad de células HT-29 sometidas a tratamientos
con 100 ng/ml LPS por 3h fue superior al 95% (Duary et al. 2014).

Se pudo determinar que todas las dosis de LPS utilizadas y descritas por literatura
incrementaron significativamente la induccion de IL-8 en células HT-29 a ambos tiempos de
tratamiento (3 y 6 h). Debido a que la dosis mas baja utilizada (10ng/ml) al menor tiempo de
tratamiento (3h) fue la que mas increment6 los niveles de IL-8 con respecto al control, se decidio
utilizar esta concentracion de LPS. Este resultado apoya lo que indica en su trabajo Angrisano y
sus colaboradores, quienes determinaron que mediante andlisis de Q-PCR, los niveles de mRNA
de IL-8 incrementan répidamente en células HT-29 después de ser expuestas ante LPS
(Angrisano et al. 2010).

Una vez ya definido el inductor de respuesta pro-inflamatoria y su dosis para células
HT-29, se procedio6 a analizar el efecto de tBHQ en esta linea celular. Se sabe que tBHQ posee
efectos quimiopreventivos, que podrian ser atribuidos debido a la fuerte induccion de los genes
regulados por Nrf2, como HO-1 y NQO-1 (Cheung et al. 2011). Se decidié utilizar las
concentraciones micromolares de tBHQ ya utilizadas en estudios previos en HT-29 (20, 50, 100
y 200 uM) en tratamientos de 24h (Cheung et al. 2011), una concentracion baja de 2 uM
utilizada en estudios en plaquetas (Cavallini et al. 1995) y la dosis intermedia de 150 uM entre
las dosis mas altas probadas en HT-29. Se pudo determinar que ninguna dosis de tBHQ utilizada

alter6 significativamente la viabilidad celular. Existen reportes previos que indican que mediante
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ensayos MTT realizados post-tratamientos de 24h con distintas concentraciones de tBHQ (1, 10,
50 100 y 500 uM) en células Hepa 1clc7 (células de hepatdéma murino), las dosis de 1-200 uM
no afectan la viabilidad celular (Gharavi y El-kadi, 2005), lo que esta de acuerdo con los
resultados obtenidos.

Luego de establecer que las dosis de tBHQ utilizadas en los tratamientos, no alteraron la
viabilidad celular en células HT-29, se evalu6 su efecto sobre HO-1. Se pudo observar que la
dosis mas alta de tBHQ utilizada (200uM), produce un aumento significativo de la expresion de
HO-1 en células HT-29, mediante andlisis de Q-PCR. Este resultado es consistente por lo
establecido por Cheung y sus colaboradores, donde pudieron determinar que tBHQ produce
localizacion nuclear de Nrf2 e induce la expresion de mRNA y de la proteina de HO-1 en forma
dosis dependiente (Cheung ef al. 2011).

Establecidas las concentraciones a utilizar de tBHQ (200uM) y de LPS (10ng/ml), se
realizaron nuevos experimentos que incluyeron los estimulos por si solos y en co-estimulo,
determinando que LPS no altera la expresion de HO-1 en células HT-29, pero en co-estimulo con
tBHQ se genera un efecto sinérgico que induce la expresion de mRNA de HO-1 atin mas que en
tratamientos con tBHQ solo. Existen antecedentes bibliograficos que postulan que la expresion
del gen de HO-1 y del gen de detoxificacion de Glutation S-transferasa (GSTs) son regulados
positivamente después de tratamiento con LPS a concentraciones sub-letales (Kim et al. 2013).
Por lo tanto, los resultados presentados estarian de acuerdo con la literatura y dan cuenta que es
posible que ambos compuestos en co-estimulo hayan incrementado la expresion de mRNA de
HO-1 en células HT-29, generando una mayor expresion de HO-1 que tBHQ en forma individual.

En células HT-29, TNF-a es inducido significativamente con 10ng/ml de LPS con
respecto al control y tBHQ solo no afecta la expresion de mRNA de esta citoquina. Sin embargo,
el co-estimulos de tBHQ con LPS induce significativamente la expresion de TNF-a con respecto
al control y también con respecto al tratamiento con tBHQ. Cabe destacar que la induccion de la
expresion de mRNA de esta citoquina expuesta a tratamientos en co-estimulo, muestra una
tendencia a disminuir en tratamientos con LPS solo, sugiriendo que tBHQ podria de alguna
manera ejercer un efecto anti-inflamatorio frente a LPS. Se ha descrito que la disminucion de la
actividad NF-«kB explica parcialmente el efecto anti-inflamatorio de tBHQ, lo que es consistente

con estudios previos donde se ha demostrado que tBHQ o sulforafano disminuye la activacion de

72



NF-kB, vy la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1f8, e IL-6 in vitro
(Hae-Ryung y Loch-Caruso, 2014).

Por otro lado, IL-12a (que codifica para la sub-unidad p35 de IL-12p70), aumenta
significativamente su expresion de mRNA mediada por LPS. Sin embargo, tBHQ ya sea solo o
en co-estimulo con LPS no afecta significativamente la expresion de esta citoquina con respecto
al control. Cabe destacar que si bien no hay evidencia que relacione el efecto de tBHQ sobre IL-
12 en células HT-29, existen antecedentes donde se evalua el efecto de tBHQ sobre las sub-
unidades p35 y p40 (codificadas por los genes IL12A e IL12B, respectivamente) en células
dendriticas humanas. En este estudio se pudo determinar que realizando pre-tratamientos con
tBHQ se reprime significativamente los niveles de mRNA de IL12A e IL12B, lo que sugiere que
Nrf2 podria mediar la inhibicion de la expresion de IL12 en DCs tratadas con tBHQ (Cheung et
al. 2011). Durante este trabajo no se observd que tBHQ modulara la induccion de 1L-12 por el
efecto pro-inflamatorio de LPS, posiblemente debido a que IL-12 es producida, principalmente,
por células presentadoras de antigeno profesionales incluyendo células dendriticas, macréfagos y
monocitos (Ma et al. 2015).

Con respecto a la expresion proteica de HO-1, al no ser una molécula secretada, se
realiz6 una inmunofluorescencia indirecta. Se pudo determinar que células HT-29 expresan
basalmente HO-1 y que hubo deteccion de esta proteina HO-1 en todos los tratamientos aplicados
en esta linea celular. Ademas fue posible observar distribuciones, marcaciones e intensidades de
cada tipo de marcacion de HO-1 distintas. Sin embargo, no se observaron cambios significativos
entre las distintas condiciones dentro de un mismo tipo de marca (reticular o punteada). Pero si se
observaron cambios significativos al evaluar el porcentaje de la doble marcacion, donde tBHQ y
CoPP (control positivo de expresion HO-1) son los Unicos tratamientos que generan cambios
significativos lo que daria cuenta que tBHQ induciria la expresion de la proteina HO-1, lo que
coincidiria con lo reportado por Cheung y colaboradores (2011), quienes demostraron por
western blot que esta proteina se induce a la dosis de tBHQ usada en este estudio.

Respecto a los tipos de marcacion detectados especulamos que la marcacion punteada
se refiere a la distribucion general de la enzima en la célula en las zonas donde se requiera su
actividad anti-oxidante y/o posiblemente esta distribucion general pueda estar asociada también
al ciclo de degradacion de la proteina y, que la marcacion “reticular” observada como mas

intensa y como vesicula coincidente con la ubicacion nuclear pudiera ser una ubicacion de
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reticulo, de ahi el nombre “reticular” asignado. Aunque poco se sabe sobre las chaperonas, como
HO-1, que pueden transportar hemo hidro6fobo a través del citosol acuoso y, ademas, poco se sabe
sobre la ruta para el transporte de hemo desde el fagosoma al HO-1 unido al reticulo
endoplasmatico. Ademads, las enzimas hemo-oxigenasas (HOs) tienen una ftnica region
transmembrana C-terminal y se cree que espontaneamente se anclan a la membranas en el
reticulo endoplasmatico (RE) en fracciones microsomales, ya que las HOs no tienen secuencia de
orientacion ER. Estudiando las fracciones microsomales de higado de rata, se sugirié que la
orientacion de HO no es hacia el lumen microsémico, ya que la parte soluble principal (N-
Terminal) fue escindible por tripsina a partir de la fraccién microsomal in vitro. Sin embargo, la
orientaciéon de HO nunca se ha estudiado en células intactas (Gottlieb et al. 2012), por lo que se

necesitan mas estudios para poder aclararlo.

Por otro lado, con respecto a los experimentos realizados en PBMCs, se determin6 que
ninguna de las dosis seleccionadas por literatura de LPS, tBHQ y CoPP afectaron la viabilidad
celular en PBMCs de sujetos controles mediante ensayos MTT. Con respecto a tBHQ, hay
evidencia bibliografica donde PBMCs humanas fueron estimuladas con 25uM tBHQ y se pudo
establecer que no se altera significativamente la viabilidad celular, determinado con ensayos de
exclusion de yoduro de propidio mediante citometria de flujo, por lo tanto, al ocupar
concentraciones 5 veces menor (SuM) no deberia haber disminucién de viabilidad. LPS tampoco
afect6 la viabilidad en PBMCs de sujetos controles, lo que esta en linea con estudios previos
donde se ha reportado que en microglias, consideradas como las células inmunes del cerebro,
tratadas con 1ug/ml LPS no se reduce la viabilidad celular evaluada mediante ensayos MTT
(Acton, 2013). Durante este trabajo, en PBMCs solo se realizaron tratamientos de 24h para todos
los estimulos.

Al realizar el anélisis Q-PCR de la forma A (comparando con respecto a la condicion
control en cada experimento independiente), se pudo determinar que en PBMCs de sujetos
controles, el tratamiento de 24h con 5uM tBHQ no afecta la expresion de IL-8 e IL-12a, pero
incremento significativamente los niveles de expresion del mRNA de HO-1 (ya sean tratamientos
con tBHQ solo o en co-estimulo con LPS). Estos resultados son consistentes con los resultados
obtenidos por Turley y sus colaboradores, donde PBMCs humanas fueron tratadas con tBHQ (1-

5uM), incrementando la expresion de los genes controlados por Nrf2; HO-1, NQOly GCLC,
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Sugiriendo que las concentraciones de tBHQ usadas en este estudio activan Nrf2 en PBMCs
humanas primarias (Turley et al. 2015). Con respecto a IL-8, LPS incremento significativamente
la expresion de mRNA de esta citoquina en PBMCs, con respecto al control y, aparentemente,
habria una tendencia del co-estimulo a reducir los niveles de expresion de IL-8, ya que los niveles
de expresion de IL-8 al ser estimulados con tBHQ+LPS y al ser comparados con los niveles de la
condicion control y de tBHQ no muestran diferencias significativas entre ellos, lo que podria
estar dando cuenta del efecto anti-inflamatorio de tBHQ en este modelo de estudio. Es importante
decir que LPS solo versus tBHQ+LPS tampoco mostrod diferencias significativas lo que puede
deberse a la alta dispersion observada con LPS y el bajo nimero de muestras. Esta reportado que
NF-«B esta altamente activado en sitios de inflamacion en diversas enfermedades y que puede
inducir la transcripcion de citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas, moléculas de adhesion,
MMPs, Cox-2 y oxido nitrico inducible (iNOS). Ademas, NF-kB es uno de los reguladores mas
importantes de la expresion génica pro-inflamatoria, donde la sintesis de citoquinas tales como
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 es mediada por esta molécula (Tak y Firestein, 2001). Sin embargo,
existen antecedentes que han demostrado que Nrf2, inducido por tBHQ, inhibe la sefializacion
NF-«B en varios tipos de células, en las que el tratamiento con tBHQ disminuye la unién a ADN
de NFkB en extractos nucleares de PBMCs. Sin embargo, se necesitaran estudios adicionales
para determinar el efecto de tBHQ en la defensa del huésped humano (Turley et al. 2015).

Con respecto a IL-12a (anédlisis Q-PCR forma A), si bien hubo una induccion de la
expresion de mRNA de IL-12a con LPS, respecto al control, no hubo una diferencia significativa.
A pesar de esto, el perfil de los niveles de expresion son similares a los de IL-8, observandose
que tBHQ solo no afect6 la expresion de esta citoquina y observandose también una tendencia a
bajar la expresion de IL-8 con el co-estimulo acercandose a los valores de la condicion control.
Existe evidencia bibliografica de que IL-12 es producida por células fagociticas y células
presentadoras de antigeno (APC), tales como monocitos, macrdfagos y células dendriticas cuando
estas células son activadas por componentes bacterianos, incluyendo lipopolisacarido (LPS)
(Takata et al. 1998). Por otro lado, Macoch y sus colaboradores pudieron demostrar que pre-
tratamientos con tBHQ reprimen significativamente los niveles de mRNA de IL12A e IL12B en
células dendriticas humanas estimuladas con LPS. Otros estudios relacionados con tBHQ
demostraron que LPS induce la produccion de luciferasa y, que tert-butil hidroquinona (tBHQ),

un prototipo de antioxidantes fenolicos, bloquea esta induccion en la célula. Ademas, esta
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reportado que ciertos antioxidantes fenolicos exhiben actividad anti-inflamatoria y, por lo tanto,
protegen contra la toxicidad quimica, pero el mecanismo de la anti-inflamacion por los
antioxidantes es poco claro aun (Kinneer ef al. 2002). La no significancia observada se puede
deber a que solo se pudieron realizar 3 experimentos independientes (n=3), debido a la dificultad
de rendimiento presentada durante la extraccion de RNA en PBMCs obteniendo poca cantidad
de RNA para poder realizar los andlisis por Q-PCR (concentraciones de RNA bajo los 50
ng/uL), por lo cual no se pudo evaluar el efecto de tBHQ en las citoquinas IFN-y, TNF-a e IL-
10.

Una vez analizado el efecto de las distintas condiciones en PBMCs de sujetos
controles, se procedid a evaluar su efecto en PBMCs de pacientes afectados con EC (anélisis Q-
PCR forma A). Como el rendimiento de extraccion de RNA total fue aun mas bajo que en las
muestras de los sujetos controles no fue posible poder extraer cantidades suficientes de RNA para
realizar los mismos analisis de Q-PCR como se hizo en sujetos controles (con100 ng por reaccion
de Q-PCR), y las reacciones de Q-PCR fueron realizadas con 50ng/ por reaccion de Q-PCR para
las mismas 3 moléculas analizadas con las muestras de los sujetos controles (n=3).

Sobre la expresion de los niveles de HO-1 en muestras de PBMCs de pacientes con EC,
se pudo determinar que tBHQ (solo o en co-estimulo) y también LPS solo mostraban una
tendencia a aumentar los niveles de mRNA comparados con la condicién control (no tratada),
pero no alcanzé a haber un incremento significativo de la expresion de mRNA de esta enzima.
Existen reportes donde vinculan LPS con induccion de la expresion de mRNA de HO-1, donde
particularmente en un estudio realizado por Cambhi y sus colaboradores, demuestran que LPS
induce altos niveles de mRNA del gen inducible por estrés hemo oxigenasa-1 (HO-1) en el
pulmén de rata y que el aumento de los niveles de ARNm de HO-1 se correlaciona con el
aumento de la proteina HO-1 y la actividad enzimatica. Ademads, se examind la regulacion
molecular de la expresion de HO-1 después de la exposicion de células de macroéfagos RAW
264,7 a LPS in vitro y se pudo establecer que estas células responden a LPS con mayor
expresion de mARN de HO-1 y transcripcion de genes de HO-1, cuya activacion transcripcional
mediante LPS, estd mediada por un fragmento distal 5 'localizado aproximadamente a 4 kbp rio
arriba del sitio de transcripcion (Cahmi et al. 1998).Por otro lado, la ausencia de cambios

significativos con respecto a la condicion control también podria explicarse debido tal vez a una
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alta expresion basal de esta enzima en sujetos con inflamacion cronica como los afectados por
EC.

Con respecto al andlisis de los datos de Q-PCR de la forma B, esto es, comparar entre
los grupos de muestras normalizando los datos por los promedios del grupo control en la
condicién control (no tratada), no se pudo realizar dado que sdlo alcanzé muestra para un par de
las moléculas de interés, sin lograr un nimero de muestras minimas para las muestras de
pacientes con EC.

Ademas, se evaluo el efecto de tBHQ en biopsias coldnicas de sujetos controles y en
pacientes afectados con EC. Se realiz6 el analisis de los datos obtenidos por Q-PCR de la forma
A y B. Interesantemente, no existen antecedentes bibliograficos que relacionen los efectos de
tBHQ con tejido intestinal humano, por lo que este trabajo seria el primer acercamiento para
comprender el efecto de este compuesto sobre HO-1, como también en la secrecion de
mediadores inflamatorios en tejido intestinal de sujetos controles y de pacientes con EC.

Se pudo determinar que ninguna dosis de LPS usada (obtenida de la literatura) afect6 la
viabilidad celular en biopsias de sujetos controles, resultado que concuerda con lo realizado por
Bahar y sus colaboradores, donde concluyeron que el explante de colon sigue siendo
fisiologicamente viable y responde al desafio inmunolégico hasta por 3h ex vivo (Bahar et al.
2016). Con respecto a tBHQ, al no haber antecedentes bibliograficos sobre las concentraciones
utilizadas en tejido intestinal, se decidi6 utilizar la dosis mas alta de tBHQ aplicada en HT-29
(200uM) y también una concentracion de tBHQ mayor (500uM), ya que los tejidos humanos
estin compuestos por una multiplicidad de tipos celulares, muchos de los cuales son
desconocidos y no caracterizados (Kalisky er al. 2013). Al igual que con LPS, se pudo determinar
que ninguna dosis de tBHQ afect6 significativamente la viabilidad celular.

Al hacer el analisis de los datos de Q-PCR de la forma A, se pudo obtener la siguiente
informacion:

Con respecto a HO-1, se determind que solo la dosis de 500uM de tBHQ, incrementd
significativamente la expresion de mRNA de HO-1 en biopsias colonicas de sujetos controles.
Por otro lado, solo la dosis menor utilizada de LPS (lpg/ml), pudo incrementar
significativamente la expresion de mRNA de IL-8, gatillando una respuesta inflamatoria. Existen
reportes en la literatura de induccion de HO-1 en tejido intestinal, como en el trabajo de Zhu y

sus colaboradores donde la expresion de HO-1 fue inducida por inflamacion intestinal en
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modelos animales, y el aumento de la expresion de esta enzima se encontrd en biopsias de colon
de pacientes con EII. Sin embargo, no esta claro si HO-1 en enterocitos y, en otras células y / o
tejidos (incluyendo las células inmunitarias que se infiltran en el colon inflamado) es importante
para el papel protector de la induccion de HO-1 contra la inflamacién del colon (Zhu et al. 2015).
Respecto a IL-8, aumenta su expresion mediada por LPS, como lo descrito por Mukhopadhya,
donde se demostroé que en tejidos colonicos porcinos, el tratamiento con LPS fue asociado con
un incremento en los niveles de mRNA de IL-8, comparado con el tejido colonico no tratado
(Mukhopadhya et al. 2014). A raiz de ésto, las dosis de 500uM de tBHQ y Iug/ml de LPS,
fueron seleccionadas para los experimentos posteriores de evaluacion del efecto anti-inflamatorio
de tBHQ.

Ya determinado que las dosis de tBHQ y LPS generaban los efectos esperados en
biopsias intestinales, se procedid a analizar ambos compuestos en co-estimulo en nuevos
experimentos independientes incluyendo todas las condiciones. Se establecido que 500uM tBHQ,
fue el Unico tratamiento que indujo significativamente la expresion de mRNA de HO-1 en
biopsias coloénicas controles, a diferencia de lo ocurrido en la monocapa de epitelio intestinal de
células HT-29, donde ambos compuestos en co-estimulo si inducen a esta enzima.

Con respecto a IL-8, se determind que LPS induce significativamente la expresion de
IL-8 en explantes colonicos controles y en explantes EC ZS, pero no en biopsias EC ZA.
Ademéas, tBHQ solo o en co-estimulo, no afecta la expresion de mRNA de esta quimioquina en
ningun grupo de explante. Sin embargo, en explantes controles y EC ZS, se produjo una
disminucion significativa de la expresion de mRNA de IL-8 mediada por LPS al realizar el co-
estimulo tBHQ+LPS. Como no existen reportes del efecto de tBHQ con explantes coldnicos, se
procedidé a analizar los farmacos administrados a los pacientes de los cuales se obtuvieron
muestras biologicas. Estd reportado que las drogas farmacéuticas de todos los tipos y clases
influyen en el sistema inmunologico, pero los mecanismos de estas perturbaciones son a menudo
poco conocidos (Kidd et al. 2016). De los sujetos de los cuales se obtuvieron biopsias colonicas
controles, 8 de 9 personas consumian distintos farmacos que podrian modular la respuesta
inflamatoria. De estos farmacos administrados, entre ellos el Omeprazol, bloquea la secrecion de
IL-8 mediante la supresion de la activacion del promotor de 1L-8, lo que disminuye la expresion
de mRNA de IL-8 estimulada por sales biliares 4cidas, en células escamosas del es6fago (Huo et

al. 2014). Si bien en este estudio se utilizd LPS como inductor de la expresion de IL-8, el efecto

78



generado en esta citoquina fue el mismo que el descrito por Huo y sus colaboradores, por lo que
se requieren mas estudios de interaccion tBHQ-LPS para poder establecer este efecto. Con
respecto a IL-12a, TNF-a e IFN-y, no fue posible modular significativamente la expresion de
mRNA con respecto al grupo control en ningin grupo de explantes colonicos (Controles, EC ZS
y EC ZA), ya sea con LPS como con tBHQ (solo o en co-estimulo). Por otro lado, con respecto a
los farmacos administrados a los pacientes de los cuales se obtuvieron biopsias de colon, esta
reportado que el tratamiento con Enalapril (consumido por algunos pacientes) inhibi6o la
activacion de NF-kB y AP-1, la expresion de TNF, colageno y la deposicion de coldgeno en
ratones C57BL/6 expuestos a bleomicina (Ortiz et al. 2002). Ademads, Losartan (otro farmaco
consumido por las personas de las cuales se obtuvieron biopsias), disminuy¢ la produccion de
IFN-y (P <0,001) en células T alorreactivas purificadas in vitro, segin lo reportado por Weidanz
et al. (2005). Si bien son muchos los farmacos consumidos por los sujetos controles y pacientes
con EC de los cuales se han obtenido muestras intestinales, se requieren mas estudios ojala con
sujetos que no consuman farmacos (sanos) y pacientes con Ec naive, idealmente hablando, de
modo de poder aclarar el efecto de tBHQ en tejido intestinal, y poder descartar como a variable a
considerar el posible efecto en la interaccion con farmacos consumidos frecuentemente por las
personas y también el efecto de estos fArmacos sobre la respuesta inmune intestinal.

Con respecto al andlisis de los datos de Q-PCR de la forma B, esto es, comparar entre
los grupos de muestras normalizando los datos por los promedios del grupo control en la
condicion control (no tratada), no se observaron diferencias significativas entre las distintas
condiciones de cada grupo respecto a la condicidon control, ni entre la misma condicion de los
distintos grupos (ver anexo 4).

Finalmente, se analizo la secrecion de las citoquinas en estudio en explantes de sujetos
sanos y pacientes con EC (ZS y ZA), sometidos a tratamientos con LPS y tBHQ (solo o en co-
estimulo con LPS). Se pudo determinar que IL-8 fue altamente secretado en los 3 grupos de
explantes (grupos sujetos Control, EC ZS y EC ZA) sobrepasando el limite superior de deteccion
de la técnica en todas las condiciones. Ademas, tBHQ (solo y en co-estimulo) generé una
tendencia a disminuir la expresion de mRNA de IL-8, aunque no fue significativa con respecto a
la condicion control en cada grupo de explantes de sujetos controles o de pacientes con EC ZS.
Daig y sus colaboradores pudieron determinar en su trabajo que la proteina IL-8 aumento

significativamente en los especimenes macroscopicamente inflamados de la enfermedad de
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Crohn, colitis ulcerosa y controles inflamados en comparacion con los controles normales (Daig
et al. 1996). Sin embargo, esta diferencia no lo observamos posiblemente debido a que nuestro
grupo de sujetos controles la mayoria de ellos consumian medicamentos.

Con respecto a TNF-a, los niveles de secrecion de citoquinas del grupo control y EC ZS
fueron muy bajos con respecto al valor del grupo de EC ZA en la condicion control. Por otro
lado, en cuanto a las diferencias entre las distintas condiciones dentro de un mismo grupo, no se
observaron cambios significativos a pesar que si se ve una tendencia de lecturas mayores de
secrecion de TNF-a en los explantes de EC ZA, lo que se entiende por ser un area afectada y, por
lo tanto, inflamada. Tomasz y sus colaboradores pudieron observar que la concentracion elevada
de proteina TNF-a que se correlacionaba con la actividad de la enfermedad, estaba presente en el
suero sanguineo de pacientes con EC, mientras que otros grupos encontraron niveles aumentados
de proteina TNF tanto en suero como en la lamina intestinal de pacientes EC y CU, como la
submucosa intestinal de los pacientes con EC. Sin embargo, la produccion de TNF en la mucosa
del colon de los pacientes con CU se localizd en macréfagos de la lamina propia. Aunque varios
grupos no detectaron niveles incrementados de proteina TNF o mRNA en suero sanguineo o

mucosa de colon de pacientes con EIL respectivamente (Slebioda y Kmieé, 2014).

Con respecto a IL-12a e IFN-y, se pudo observar un perfil de secrecion muy similar,
donde en ambas citoquinas no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
dentro de cada grupo de explante, ni tampoco entre la misma condicion entre los distintos grupos
de explantes. Sin embargo, se observo que el tratamiento con tBHQ (solo o en co-estimulo con
LPS) gener6 una tendencia a la disminucion de la secrecion de ambas citoquinas pro-
inflamatorias en todos los grupos de explantes con respecto a su condicion control y que el
tratamiento con LPS no indujo la secrecion de estos mediadores pro-inflamatorios en ningin
grupo de explante, siendo sus valores siempre cercanos a los de la condicién control. Existen
reportes que respaldan estos resultados sobre disminucion de la expresion de IFN-y mediada por
tBHQ en células inmunes, donde Turley y sus colaboradores pudieron determinar que células T
CD4 aisladas eran mas sensibles a tBHQ que las PBMC totales, con una mayor disminucion en la
produccion de IFN-y e IL-2. (Turley ef al. 2015). En cuanto a IL-12a, existe evidencia de que
tBHQ disminuye la expresion de esta citoquina en células dendriticas humanas, donde Macoch y

sus colaboradores pudieron determinar que tBHQ, conocido como inductor de expresion y
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actividad de Nrf2 activa Nrf2 en células dendriticas inmaduras y que también inhibe fuertemente
la induccién de la expresion de IL-12 mediado por LPS (Macoch et al. 2015). Si bien, la mayoria
de los reportes descritos que estudian el efecto de tBHQ en la respuesta inmune estan realizados
en células del sistema inmune, se puede apreciar un comportamiento a disminuir la secrecion de
las citoquinas TNF-a, IFN-y e IL12a posiblemente debido a la presencia de células inmunes
residentes del sistema gastrointestinal (Vighi ef al. 2008) y a las células inmunes infiltrantes en
los explantes de pacientes con EC.

Finalmente, con respecto a IL-10, hubo un comportamiento similar a TNF-a, IFN-y e
IL-12a, a una escala de secrecion mucho menor, pero con la diferencia que en el grupo de
explantes EC ZA, se pudo determinar que 500uM tBHQ produjo una disminucion en la
secrecion de esta citoquina anti-inflamatoria con respecto a los explantes controles de manera
significativa. Este resultado no era lo esperado seglin lo reportado en literatura, donde Drechsler
y sus colaboradores establecieron que HO-1 también regula la produccion de IL-10 y TNF-a, ya
que pudieron observar que en ratones estimulados con LPS in vivo, la activacion de HO-1
aumentd IL-10 e inhibieron los niveles séricos de TNF-a (Drechsler et al., 2006). Sin embargo,
con nuestras muestras s6lo logramos alcanzar a ver una tendencia de incremento de HO-1 con
tBHQ tanto en biopsias EC ZS como en biopsias de EC ZA por lo que la induccion de IL-10 no
era totalmente esperada. Por lo tanto, si bien tBHQ gener6 un incremento en la expresion de HO-
1 y una tendencia a disminuir la secrecion citoquinas pro-inflamatorias claves como TNF-o, IFN-
v e IL-12 en tejido intestinal, se requieren mas estudios para poder establecer su efecto anti-

inflamatorio en tejido intestinal colonico.
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7. CONCLUSION Y PROYECCIONES

7.1 Objetivo 1: Modelo linea celular intestinal HT-29

Las células Caco-2 fueron poco responsivas ante los gatillantes de respuesta inflamatoria
probados, por lo que fueron descartadas como modelo y se continuo trabajando en las células
HT-29 ya que estas células no se vieron afectadas por tBHQ ni LPS y ademas fueron capaces de

generar una respuesta inflamatoria al evaluar los niveles de expresion de mRNA de IL-8.
Respecto a los niveles de expresion de mRNA, se pudo observar que:

1. 200uM tBHQ induce significativamente la expresion de mRNA de HO-1 con respecto al

control, solo y en co-estimulo. LPS no induce HO-1.

2. Con respecto a los niveles de expresion de mRNA de las citoquinas, LPS Induce el
incremento significativo de la expresion de mRNA para IL-8, IL-12a y TNF-a, tBHQ no
las induce y en co-estimulos, se induce IL-8 y TNF-a, por lo que tBHQ no tendria un

efecto anti-inflamatorio en este modelo.

3. Con respecto a IFN-y e IL-10, no fue posible detectar niveles de expresion para estas

citoquinas.

Por lo tanto, dado los antecedentes anteriores podemos decir que esta linea celular no es el
modelo mas adecuado para responder de manera integra este objetivo. Al evaluar la expresion
proteica de HO-1 en este modelo se pudo determinar que todas las células expresaron basalmente
HO-1 con respecto a la condicion control. También se pudo detectar 2 tipos de marca: una
punteada dispersa en la célula mas opaca y otra que coincide con la localizacion nuclear
(reticular) mas concentrada e intensa fluorescentemente. Respecto a los 2 tipos de marca, las
distintas condiciones no modificaron el porcentaje de marcacion ya sea punteado o reticular. Sin
embargo, al realizar un andlisis con respecto a la doble marca, se pudo determinar que 200uM
tBHQ, aumento6 significativamente con respecto al control, relacionando este aumento con un
incremento de la expresion proteica de esta enzima, ya que CoPP (inductor de la expresion de
mRNA y proteina de HO-1), también incrementd significativamente esta marca con respecto al

control.
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7.2 Objetivo 2: Modelo PBMC

Se determino que 25 ng/ml LPS y 5 uM tBHQ no afectan la viabilidad celular en PBMCs

de sujetos controles durante tratamientos de 24h.

La extraccion de RNA realizadas en este modelo, fue mucho menos eficiente que en los
otros 2 modelos, ya sea en PBMCs de sujetos sanos como en pacientes con EC, siendo en estos
ultimos atin menos eficiente, por lo que se debid usar la mitad de la cantidad de RNA para poder

evaluar las mismas citoquinas que en sujetos controles (50ng RNA/racciéon deQ-PCR).

LPS incrementa de manera significativa la expresion de mRNA de IL-8 con respecto al
control. Con respecto a IL-12, LPS muestra una tendencia a aumentar los niveles de mRNA de
esta citoquina con respecto al control, por lo que se requieren mas experimentos independientes
para poder evaluarlo. Sin embargo, con respecto a PBMCs de pacientes con EC, no fue posible

realizar el analisis de expresion de IL-8 ni de IL-12a.

Se pudo determinar que dosis bajas de SuM de tBHQ, aumentan significativamente la
induccion de los niveles de expresion de HO-1 en PBMCs de sujetos controles. En cambio en
PBMC:s de pacientes con EC, solo se observa una tendencia a aumentar de los niveles de mRNA

de HO-1, pero no alcanza a ser significativa.

Estas células con respecto al modelo anterior, son mas responsivas en cuanto a la
expresion de HO-1 ya que con dosis tan bajas como 5uM se logra una expresion mas
significativa y en cuanto a la expresion significativa de citoquinas se pudo observar que ambos

modelos inducen las citoquinas pro-inflamatorias IL-8 e IL-12a.

7.3 Modelo ex vivo de explante colonico humano

En este modelo, las dosis probadas de los estimulos LPS 3h y tBHQ 24h no modificaron la

viabilidad celular de explantes de sujetos controles en cultivo.
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tBHQ (500uM) incrementa significativamente los niveles de expresion de HO-1 con
respecto a la condicion control en explantes de sujetos controles y genera una clara tendencia a
incrementar la expresion de mRNA de HO-1 en explantes de EC ZS, sin embargo, esta tendencia
no es tan clara en explantes EC ZA y, ademas, LPS no produce ningiin cambio en los niveles de
expresion de HO-1, por lo que la respuesta protectora frente al LPS gatillada en este modelo no
es por la via de induccion de HO-1, pero para esto se requieren mas estudios para poder
evaluarlo. Con respecto a LPS, HO-1 no cambia sus niveles de expresion en los 3 grupos de

explantes.

Con respecto al co-estimulo de tBHQ con LPS, en explantes de sujetos controles el efecto de
LPS domina sobre el efecto de tBHQ sobre los niveles de expresion de HO-1. Sin embargo, en
explantes EC se ve una tendencia al aumento de la expresion de mRNA de HO-1. Para definir si

esta tendencia es significativa, requieren mas experimentos independientes para poder evaluarlo.

Respecto a IL-8, se pudo reproducir lo reportado en la literatura, ya que se observd un
incremento en la expresion de mRNA de esta citoquina con dosis de 1ug/ml (3h), en explantes de

sujetos controles como en explantes EC ZS, pero no en explantes EC ZA.

tBHQ si bien no afecta la expresion de IL-8 con respecto al control, sus niveles son
inferiores respecto a la condicion control. Sin embargo, en co-estimulo con LPS, la expresion de
esta citoquina es significativamente mas baja que la expresada por LPS y alcanzando valores casi
tan bajos como con tBHQ solo ya sea en explantes de sujetos controles como en biopsias EC ZA,
pero no en EC ZA. Si bien el perfil de expresion de IL-8 es similar a los de los otros 2 grupos de
explantes, no se alcanzaron a ver diferencias significativas. Por lo tanto, solo podemos decir que
tBHQ tiene efecto anti-inflamatorio frente a los niveles de expresion de IL-8 en explantes de EC

ZS de pacientes con EC igual a lo observado en los sujetos controles.

Con respecto a IL-12, IFN-y e IL-10 no se observaron cambios significativos en la
expresion de mRNA en ningun grupo de explante colonico tratado (Controles, EC ZS y EC ZA)
y a nivel de expresion de proteina, si bien no se observan diferencias significativas, si se observan
perfiles similares de secrecion de citoquinas para IL-12a, IFN-y e IL-10. Por lo tanto, no habria
co-relacion entre los niveles de expresion de mRNA de estas citoquinas con los niveles de

secrecion de estas citoquinas (al tiempo de 24h de tratamiento).
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Por lo tanto, dadas las diferencias del perfil de comportamiento entre los tres modelos
utilizados frente a los distintos estimulos y las respuestas observadas, no es posible hacer una
conclusion general. Sin embargo, a pesar del incremento significativo de la expresion de mRNA
de HO-1 en los 3 modelos de estudio analizados con tBHQ); de la tendencia del co-estimulo a
disminuir el incremento de expresion de IL-8 e IL-12a en PBMCs de sujetos controles, respecto a
la induccion con LPS; y, a pesar de la disminucion significativa debido al co-estimulo de la
expresion de IL-8, en biopsias colonicas de sujetos sanos y de EC ZS, se puede decir, que solo
hubo un efecto anti-inflamatorio a nivel intestinal, en estos explantes, y que solo se observo una
tendencia anti-inflamatoria en EC ZA. Por lo tanto, se requiere aumentar el nimero de
experimentos independientes y, realizar mas estudios para poder establecer este posible efecto
anti-inflamatorio local de tBHQ y dilucidar si tiene realmente un efecto sistémico, a pesar de los

efectos terapéuticos mencionados anteriormente.
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ANEXO 1. Consentimiento informado N° 3 para sujetos controles.

Pontificia Universidad Catdlica de Chile
Facultad de Medicina

Departamento de Gastroenterologia
Marcoleta 367 — Santiago

Tel: 56-2-6863820

Fax: 56-2-6397780

Consentimiento Informado-3
para Sujetos Control

Titulo de la investigacion:
“Papel de la Hemoxigenasa-1 en la inflamacién intestinal aguda y
crénica: Modelo infeccioso e inmunolégico”

Investigadores responsables:  Dr. Manuel Alvarez Lobos
Dr. Carlos Agiiero Luengo

Departamento de Gastroenterologia
Fuente de Financiamiento: FONDECYT. "

El propdsito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar-o no-, en
una investigaciéon médica.

El objetivo especifico de esta investigacion es estudiar en pacientes adultos el papel de
un elemento del cuerpo humano Ilamado hemoxigenasa en las infecciones e
inflamaciones intestinales, lo que puede tener importancia para entender por qué se
desarrollan estas enfermedades en las personas.

Le pedimos que lea atentamente este documento y pregunte si tiene cualquier duda al
respecto.

éPor qué se realiza este estudio?

Las diarreas agudas pueden afectar a cualquier persona durante su vida y son uno de
los motivos de consulta médica mas frecuente. Hay personas que tienen una mayor
predisposicion a tener estas infecciones o inflamaciones y aunque existen tratamientos
antibidticos o antinflamatorios adecuados, en ocasiones, estas enfermedades pueden
provocar una serie de consecuencias.

Es posible que la hemoxigenesa pueda influir en las diarreas agudas, lo que puede
ayudar a entender mejor estas enfermedades y buscar nuevos tratamientos.
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¢En qué consiste mi participacion en el estudio? . APRU

~4za0 02 w20 )| | Al

Su médico tratante le ha solicitado una colonoscopia y usted es un paciente que no
tiene el antecedente de tener una enfermedad diagnosticada de su intestino o alguna
enfermedad infecciosa o inmunoldgica.

Su participacién en el estudio consiste en que si su colonoscopia es normal, se extraera
una muestra de sangre de un volumen de 10 mL (2 cucharadita de te) para estudiar la
hemoxigenasa por ser una persona sin enfermedades conocidas.

En la colonoscopia solicitada por su médico tratante, aunque no siempre es necesario
tomar biopsias de su intestino, frecuentemente se requiere hacerlo y éstas fluctlan
entre 2 a mas de 10 segln los hallazgos del examen. Esto permite evaluar
especificamente las posibles alteraciones presentes en su intestino y descartar
complicaciones. Su participacion especifica en este punto consiste en poder tomar 5
muestras adicionales de biopsias con el fin de estudiar el estado inflamatorio de su
intestino.

Las muestras obtenidas seran usadas Unicamente para el propdsito de esta
investigacion. Estas serdn almacenadas por 10 afios e identificadas bajo un cédigo que
relaciona su informacion clinica, pero que no lleva su nombre ni otros identificadores
personales para proteger su privacidad. Las muestras serdn almacenadas en el
Departamento de Gastroenterologia de la Facultad de Medicina de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile a cargo del Dr Manuel Alvarez L.

Las muestras seran utilizadas exclusivamente para este estudio, con el fin de estudiar
aspectos relacionados con su enfermedad y podran ser almacenadas para eventuales
evaluaciones posteriores. Si en el futuro son usadas para propdsitos diferentes a los de
esta investigacion médica, se le solicitard un nuevo consentimiento.

£Qué beneficios obtengo al participar?

Con esta investigacion se estd contribuyendo a una comprensién mas detallada de las
infecciones e inflamaciones intestinales y de sus complicaciones y eventualmente al
desarrollo de mejores estrategias de prevencion. Usted no obtendrd ningln beneficio
monetario directo al participar.

¢Qué riesgos tengo al participar en el estudio?

Usted viene a realizarse una colonoscopia solicitada por su médico tratante y al
participar voluntariamente en este estudio no adiciona ningin riesgo adicional
significativo por sobre lo que es este procedimiento.

Como leera en el instructivo sobre la colonoscopia que se le entrega a todos los
pacientes que se van a realizar este examen existen riesgos propios asociados a este
procedimiento rutinario. Los mas importantes son la perforacién intestinal que se
observa en el 0,07%, es decir menos de 1 perforacion por cada 1.000 colonoscopias y
el sangrado intestinal en el 0,1%, es decir 1 sangrado por cada 1000 colonoscopias.
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Si estas complicaciones ocurren y se detectan durante el procedimiento pueden
intentar repararse de inmediato, pero frecuentemente se detectan una vez terminado el
procedimiento y no siempre es posible saber si fueron por la toma de alguna de las
biopsias de la investigacion.

La obtencidon de muestras endoscépicas adicionales de tejido no representa un riesgo
adicional significativo para usted. Ademas, la extraccion de sangre se realiza en la
forma habitual de extraer sangre para los examenes rutinarios por la misma via que se
emplea para medicarlo durante el procedimiento y no tiene un riesgo adicional que son
moretdn en el brazo, leve dolor después de la extraccion, sensacion de lipotimia o
desmayo.

Este estudio no contempla compensaciones ni hay seguros comprometidos

&

éQué costos adicionales tengo al participar en el estudio? oy,

Todos los costos producto de los andlisis adicionales que se hagan no significaran
ningun cobro extra para usted.

éPara qué se utilizaran mis muestras?

Se realizardn diversos estudios para determinar el nivel de inflamacién de su organismo
e intestino.

{Como se manejaran las muestras que se obtengan a través de este estudio?

La informacién obtenida se mantendra en forma confidencial. Es posible que los
resultados obtenidos sean presentados en revistas y conferencias médicas, sin
embargo, su nombre no sera conocido.

Su participacidn en esta investigacion es completamente voluntaria. Usted tiene el
derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta
investigacién en el momento que lo estime conveniente. Al hacerlo, usted no pierde
ningun derecho que le asiste como paciente de esta institucion y no se vera afectada la
calidad de la atencion médica que merece.

Si usted retira su consentimiento, sus muestras (de sangre, biopsia y deposiciones)
seran eliminadas y la informacion obtenida no sera utilizada.

ol
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PREGUNTAS.

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o llamar al
Dr. Manuel Alvarez Lobos, Investigador Responsable del estudio, al teléfono
2-23543820 o al mail: proyectoinflamacion@gmail.com

Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investiga'cic')n
médica, usted puede llamar a la Dra. Beatriz Shand K., Presidente del Comité Etico
Cientifico de la Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, al
teléfono 2-2354-8173, o al mail: cecmeduc@med.puc.cl.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO.

Se me ha explicado el propdésito de esta investigacion médica, los procedimientos, los
riesgos, los beneficios y los derechos que me asisten y que me puedo retirar de ella en
el momento que lo desee.

Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado a hacerlo.
No estoy renunciando a ningun derecho que me asista.

Se me comunicara de toda nueva informacidon relacionada con el estudio médico que
surja durante el estudio y que pueda tener importancia directa para mi condicién de
salud.

Se me ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participacién segin mi
parecer.

Al momento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento.

FIRMAS

Nombre Participante: Firma Participante Fecha
Nombre del Investigador: Firma Investigador | Fecha
Nombre Director de la institucién:  Firma Investigador - ‘Fecha
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ANEXO 2. Consentimiento informado N° 2 para pacientes con EC.

Pontificia Universidad Catdlica de Chile
Facultad de Medicina

Departamento de Gastroenterologia
Marcoleta 367 - Santiago

Tel: 56-2-6863820

Fax: 56-2-6397780

Consentimiento Inform -2
ara sujet on enferm de Crohn

Titulo de la investigacion:
“Papel de la Hemoxigenasa-1 en la inflamacion intestinal aguda y crénica:
Modelo infeccioso e inmunolégico”

Investigadores responsables: Dr. Manuel Alvarez Lobos
Dr. Carlos Agiiero Luengo

Departamento de Gastroenterologia

Fuente de Financiamiento: FONDECYT.
2 i(,"“ fg‘

El propdsito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar-o no-, en
una investigacion médica.

El objetivo especifico de esta investigacion es estudiar en pacientes adultos portadores
de una enfermedad de Crohn si una sustancia del cuerpo humano Ilamada
Hemoxigenasa contribuye a la respuesta inflamatoria del intestino, lo que puede tener
importancia para entender por qué se desarrolla esta enfermedad, sus consecuencias y
buscar nuevas formas de tratamiento.

Le pedimos que lea atentamente este documento y pregunte si tiene cualquier duda al
respecto.

éPor qué se realiza este estudio?

La enfermedad de Crohn es una enfermedad en que se produce una inflamacion del
intestino y que se desconoce su causa. Aunque no existe un tratamiento curativo para
la enfermedad si existen multiples tratamientos que pueden mantener inactiva la
enfermedad de Crohn.

Esta enfermedad es de curso cronico y la evolucion es diferente en cada persona. Es
posible que |la forma en que se altera el intestino y el organismo, esté determinada por
una serie de elementos del cuerpo humano encargados de la inflamacion. Uno de los
elementos implicados pudieses ser la hemoxigenasa y queremos evaluar el papel de
este elemento en la enfermedad de Crohn, lo que pueda influir en el curso de la
enfermedad.



¢En qué consiste mi participacion en el estudio?

Ud. presenta sintomas compatibles con una enfermedad de Crohn, y su médico
tratante ha determinado pertinente que se realice examenes de sangre, deposiciones y
una colonoscopia. Su participacion en el estudio consiste en que se le tomara una
muestra de sangre en una cantidad de aproximadamente 15 mL (3 cucharaditas de te)
para estudiar su inflamacion.

En segundo lugar se le tomara una muestra de sus deposiciones para determinar si hay
una infeccién o inflamacién en su intestino y por Gltimo la colonoscopia determinara la
extension de su enfermedad y el grado de inflamacién de su intestino.

Durante este Ultimo examen en los pacientes con Enfermedad de Crohn habitualmente
se toman varias biopsias de su intestino, las que fluctian entre 2 a mas de 20 segun
los hallazgos del examen. Esto permite evaluar especificamente las alteraciones
presentes y descartar complicaciones. Su participacion especifica en el estudio este
punto consiste en poder tomar 6 muestras adicionales de biopsias con el fin de estudiar
la inflamacion que Ud presenta.

Las muestras obtenidas seran usadas Unicamente para el proposito de esta
investigacion y seran almacenadas por 10 afios. Las muestras seran obtenidas bajo un
codigo que relaciona su informacion clinica, pero que no lleva su nombre ni otros
identificadores personales para proteger su privacidad.

Las muestras seran almacenadas en el Departamento de Gastroenterologia de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catélica de Chile, a cargo del

Dr. Manuel Alvarez L. Seran utilizadas exclusivamente para este estudio, con el fin de
estudiar aspectos relacionados con su enfermedad de Crohn y podran ser almacenadas
para eventuales evaluaciones posteriores. Si en el futuro son usadas para propositos
diferentes a los de esta investigacion médica, se le solicitard un nuevo consentimiento.

Si los resultados obtenidos muestran una infeccion le seran informados, al igual que a
su médico tratante, el que le indicara el curso de accion médico mas adecuado para
usted. G 3

£Qué beneficios obtengo al participar?
Usted se podra beneficiar en el sentido de poder determinar si tiene una infeccion
activa, para poder iniciar el antibiético correspondiente. Con esta investigacion se esta
contribuyendo a una comprensiéon mas detallada de la enfermedad de Crohn y
eventualmente al desarrollo de mejores tratamientos. Usted no obtendra ningun
beneficio monetario directo al participar.

éQué riesgos tengo al participar en el estudio?
Debido a su enfermedad de Crohn, su médico tratante ha determinado necesario que

se tome exdmenes de sangre, deposiciones y que se realice una colonoscopia con toma
de biopsias. Como leera en el instructivo sobre la colonoscopia que se le entrega a
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todos los pacientes que se realizan este examen existen riesgos propios asociados a
este procedimiento rutinario. Los mas importantes son la perforacién intestinal que se
observa en el 0,07%, es decir menos de 1 perforacion por cada 1.000 colonoscopias y
el sangrado intestinal en el 0,1%, es decir 1 sangrado por cada 1000 colonoscopias.

Si estas complicaciones ocurren y se detectan durante el procedimiento pueden
intentar repararse de inmediato, pero frecuentemente se detectan una vez terminado el
procedimiento y no siempre es posible saber si fueron por la toma de alguna de las
biopsias de la investigacion.

La obtencién de muestras endoscopicas adicionales de tejido no representa un riesgo
adicional significativo para usted. Ademas la extraccion de sangre se realiza en la forma
habitual como se extrae sangre para los examenes rutinarios y no tiene un riesgo
mayor que el de cualquier examen de sangre (moretén en el brazo, leve dolor después
de la extraccion, sensacion de lipotimia o desmayo).

La obtencion de una muestra de sus deposiciones no representa ningun riesgo para
usted. Este estudio no contempla compensaciones ni hay seguros comprometidos
éQué costos adicionales tengo al participar en el estudio?

El estudio no pagara la colonoscopia, las biopsias rutinarias o los examenes de sangre

solicitados por su medico tratante, pero usted no pagard por ningun proced|m|ento
adicional destinado solo a esta investigacion.

éPara qué se utilizaran mis muestras? {

Se realizaran diversos estudios para determinar el tipo de inflamacién intestiraf que
presenta.

£Como se manejaran las muestras que se obtengan a través de este estudio?

La informacién obtenida se mantendrd en forma confidencial. Es posible que los
resultados obtenidos sean presentados en revistas y conferencias médicas, sin
embargo, su nombre no sera conocido.

Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria. Usted tiene el
derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta
investigacion en el momento que lo estime conveniente. Al hacerlo, usted no pierde
ningun derecho que le asiste como paciente de esta institucion y no se vera afectada la
calidad de la atencion médica que merece. Si usted retira su consentimiento, sus
muestras (de sangre, biopsia y deposiciones) serdn eliminadas y la informacion
obtenida no sera utilizada.

2ol
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PREGUNTAS.

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o llamar al
Dr. Manuel Alvarez Lobos, Investigador Responsable del estudio, al teléfono
2-23543820 o al mail: proyectoinflamacion@gmail.com

Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investiga‘cf()n
médica, usted puede llamar a la Dra. Beatriz Shand K., Presidente del Comité Etico
Cientifico de la Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, al
teléfono 2-2354-8173, o al mail: cecmeduc@med.puc.cl.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO. % APROBADO™NZ

S Strag pe w0 Q“Oﬂ' Al
Se me ha explicado el propdsito de esta investigacion médica, los procedimientos, los
riesgos, los beneficios y los derechos que me asisten y que me puedo retirar de ella en

el momento que lo desee.
Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado a hacerlo.
No estoy renunciando a ningun derecho que me asista.

Se me comunicara de toda nueva informacién relacionada con el estudio médico que
surja durante el estudio y que pueda tener importancia directa para mi condicién de
salud.

Se me ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participaciéon segin mi
parecer.

Al momento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento.

FIRMAS

Nombre Participante: - Firma Participante Fecha
Nombre del Investigador: Firma Investigador Fecha
Nombre Director de la Institucion: Firma Investigador Fecha
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ANEXO 3. Acta de Aprobacion del comité de ética de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catoélica de Chile. Proyecto FONDECYT 1131012.

T CIERTITICADO
L AL

CEI-MEDUC /

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE MEDICINA - COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

ACTA DE APROBACION ETICA PARA PROYECTOS FONDECYT/CONICYT
A SER REALIZADOS EN PERSONAS

N° del Proyecto : 12-195 Fecha de aprobacién: 07.08.2012

Investigador Responsable: Dr. Manuel Alvarez Lobos
Departamento de Gastroenterologia, PUC.

Titulo del Proyecto: FONDECYT REGULAR 2013: Role of heme oxygenase-1 in acute and
chronic intestinal inflammation: immune and infectious models

Sitio de realizacién: Facultad de Medicina, PUC.
Institucién Patrocinador: Pontificia Universidad Catdlica de Chile
Financiamiento: Concurso Fondecyt Regular 2013.

Documentacién recibida:

Proyecto Fondecyt en referencia, incluyendo curriculo investigador, en formato pdf.
- Documentos de consentimiento informado.

- Carta de respaldo del Jefe de Departamento.

Propésitos del Estudio:

El objetivo de este estudio es evaluar el rol de Heme oxigenasa en enterocolitis aguda por salmonella
entérica y en la severidad de la enfermedad de Crohn, en humanos y un modelo animal.

Fundamentos de la Aprobacién :

Para otorgar esta aprobacién, el Comité en pleno, en su sesion del 07 de agosto de 2012, considerd
los siguientes aspectos:

El equipo investigador cuenta con la capacidad técnica y competencia profesional acorde a
los requerimientos del estudio.

= Los aspectos cientificos de la propuesta son considerados adecuados.

La propuesta puede redundar en aportes al conocimiento y a la sociedad.

Este proyecto no tiene fines terapéuticos y no existe ningin beneficio directo para los
participantes. Se mezclan los beneficios de los examenes solicitados la mayoria por el médico
Marcoleta 391

Santiago, Chile

fono: [56-2] 354 8173 - fax: [56-2] 632 1924
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ANEXO 4. Niveles de expresion de HO-1 y citoquinas en estudio entre grupo de explantes
(Control, EC ZS y EC ZA).
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