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PAPEL DE COX-2 EN LA EXPRESION HEPATICA DE ELONGASAS Y DESATURASAS
ABSTRACT

Cyclooxygenase (COX-1 and COX-2) are the enzymes that catalyze the rate-limiting step
in the synthesis of prostanoids. Prostaglandins play an important role in many biological
processes such as platelet aggregation, maintenance of the gastric mucosa, reproduction, etc.
And they play it in pathological processes such as inflammation and cancer also. COX-2 is
expressed and induced by different stimuli in various tissues and cell types, but its expression
in hepatocytes is limited to those pathophysiological situations leading to dedifferentiation,
proliferation or cell regeneration. In the laboratory, we try to elucidate the role of COX-2 in
this tissue by using animal and cell models. Genomic and metabolomic studies have been
done, both in wild type and transgenic animals for hCOX-2 gene, and have been analyzed at
the same time to find gene expression changes that could justify the changes in metabolite
levels. The aim of this Final Project consists in the study of the expression of genes related to
COX-2 by using RNA obtained from the liver of transgenic animals overexpressing human COX-
2 in their hepatocytes and by using immortalized liver cells from that tissue. Finally, a biological
explanation for the results obtained, and based on previous literature, will be searched.
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RESUMEN

Las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) son las enzimas que catalizan el paso limitante en la
sintesis de prostanoides. Las prostaglandinas juegan un papel importante en numerosos
procesos bioldgicos como la agregacidén plaquetaria, mantenimiento de la mucosa gastrica,
reproduccion, etc. Y también en procesos patolégicos como la inflamacién y el cancer. COX-2
se expresa y se induce por diferentes estimulos en diversos tejidos y tipos celulares, pero en el
hepatocito su expresion esta limitada a aquellas situaciones fisiopatoldgicas que conducen a
desdiferenciacién, regeneracion o proliferacién celular. En el laboratorio, mediante modelos
animales y celulares se intenta elucidar el papel de la COX-2 en este tejido. Se han llevado a
cabo estudios gendmicos y metaboldmicos, tanto en animales con el gen silvestre como en
aquellos que se les ha insertado el gen hCOX-2, que se han analizado conjuntamente para
encontrar cambios de expresion génica que justifiquen los cambios en metabolitos. El objetivo
del Trabajo Final de Grado consistira en el estudio de la expresion de genes relacionados con
COX-2 tanto a partir de RNA obtenido de higado de animales transgénicos que sobreexpresan
en el hepatocito la COX-2 humana como a partir de células hepaticas inmortalizadas a partir de
dicho tejido. Finalmente, se buscara una explicacién bioldgica a los resultados obtenidos
apoyandose en bibliografia.
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1. ABREVIATURAS

AA: Acido araquiddnico
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos

cDNA: Acido
complementario

desoxirribonucleico

COX: Ciclooxigenasa
Ct: Cycle Threshold
DEPC: Dietilpirocarbonato

DFU: 5,5-dimetil-3-(3-fluorofenil)-4-(4-
metil-sulfonil) fenil-2(5H)-furanona

DNA: Acido desoxirribonucleico (en inglés)

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado
a enzimas (en inglés, Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)

Elovl: Gen de Elongasa
Fads: Gen de Desaturasa de Acidos Grasos

Gapdh: Gen de gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa

hCOX-2: Gen de COX-2 en humanos

Hprt: Gen de
fosforibosiltransferasa

Hypoxantina

mRNA: Acido ribonucleico mensajero
PBS: Tampdn fosfato salino

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
PG: Prostaglandina

PGHS: Prostaglandina endoperoxido H
sintasa

Pl: Fosfolipasa

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados (en
inglés, Polyunsaturated fatty acid)

QPCR: PCR cuantitativa

RNA: Acido ribonucleico

RNasa: Enzima que degrada el RNA

RT: Retrotranscripcién

Scd: Gen de la Estearoil-CoA Desaturasa
Tm: Temperatura melting

Tg: Transgénico

TX: Tromboxano

UPL: Universal Probes Library en inglés

Wt: Wild Type
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2. INTRODUCCION

2.1. CICLOOXIGENASAS

La prostaglandina endoperoxido H sintasa (PGHS), también conocida como
ciclooxigenasa (COX), cataliza la conversién del acido araquiddnico (AA) en prostaglandinas
(PGs) y tromboxanos (TX), siendo este el paso limitante de la reaccion (Smith y DeWitt, 1996).
Han sido identificadas 3 isoformas de esta enzima, COX-1, COX-2 (Smith et al., 1992) y COX-3
(Kis et al., 2003). Aunqgue las mas estudiadas en la fisiopatologia son COX-1y COX-2.
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Figura 1. Produccion de eicosanoides a partir del dcido araquiddnico. Se indican las distintas vias para
la produccién de prostaglandinas y leucotrienos Fuente:
http://med.javeriana.edu.co/Ciencias%20Fisiologicas/fw/c32.htm (consultado en 6 de julio de 2015).

Ambas enzimas son bifuncionales y catalizan la misma reaccién de no retorno, que es la
ciclooxigenacion del AA hasta los eicosanoides. (Samuelsson, 1963). La primera etapa de la
reaccion es la ciclacion del AA para dar lugar a la prostaglandina G (PGG) gracias a la actividad
ciclooxigenasa de la enzima y al aporte de dos moléculas de oxigeno. La PGG es una molécula
inestable de vida corta que rapidamente se transforma en PGH, gracias a la actividad
hidroperoxigenasa. Esta PGH, es la precursora de todas las demas PGs y TXs por la accién de
las enzimas prostaglandina sintasa y tromboxano sintasa especificas de tejido.
(Chandrasekharan y Simmons, 2004).

Estas enzimas son importantes dianas terapéuticas de aspirinas y antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) (Carty y Marfat, 1996; DeWitt, 1999). Por ejemplo, la aspirina actua sobre
la COX-1 para inhibir la formacién de TXA, de plaquetas, reduciendo asi, el riesgo en la
mortalidad por enfermedad cardiovascular (Patrono, 1994). COX-2, en cambio, es la diana de
los AINES que acttan inhibiendo procesos de inflamacién, fiebre, dolor (Seibert et al., 1994;
Chan et al., 1995) y en algunos canceres (Giovannucci et al., 1995; Eberhart et al., 1994,
Kutchera et al., 1996; Hill et al., 2007). En el caso de canceres, se ha conseguido asociar la
carcinogénesis de colon con COX-2, incluso en modelos murinos se ha conseguido una
supresion de la formacién de esta clase de adenomas y poliposis mediante inhibidores
selectivos de COX-2 (Oshima et al., 1996; Sheng et al., 1997; Dubois y Smalley, 1996; Eberhat
et al., 1994).

El conocimiento de las PGs data del afio 1930, gracias a los estudios de los ginecélogos
Raphael Kurrok y C. C. Lieb (1930) sobre la contractibilidad del musculo uterino en respuesta al
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liguido seminal, causada por las PGs. En 1964 se describié la conversion de AA en PGs
(Bergstroem et al., 1964). Afios mds tarde, en 1971, se comenzd a sugerir que el principal
mecanismo de accién de medicamentos como la aspirina era la inhibicidon de la biosintesis de
PGs (Vane, 1971). Pero no fue hasta afios mas tarde, en 1976, cuando se purifico la isoforma
COX-1 a partir de vesiculas seminales ovinas y bovinas (Hemler y Lands, 1976; Miyamoto et
al., 1976). Hasta principio de los noventa, se pensaba que esta era la Unica isoforma de la
enzima, pero en 1991 se identificé la segunda isoforma, COX-2 (Kujubu, 1991). Finalmente en
el afio 2002, el grupo del Dr. Daniel Simmons (2002) describid la existencia de COX-3 como una
nueva isoforma en la corteza cerebral canina.

2.1.1. Diferencias a nivel de expresion génica y de regulacion de COX-1 y
COX-2
COX-1 es conocida como la isoenzima constitutiva, ya que se encuentra en la mayoria de
los tejidos incluyendo el sistema gastrointestinal (Morita, 2002; Smith y DeWitt, 1996). La
actividad de esta isoforma ha sido asociada a la regulaciéon de funciones como la proteccion
gastrointestinal, la homeostasis vascular, la hemodindmica renal y la funciéon de agregacién
plaquetaria (Patrono, 1994; DeWitt, 1983).

COX-2 es conocida como la isoenzima inducible, puesto que en la mayoria de tejidos es
casi indetectable en condiciones normales pero facilmente inducible en respuesta a factores
de crecimiento, promotores tumorigénicos, hormonas, endotoxinas bacterianas, citoquinas
(Lee et al., 1992; Maier et al., 1990;), éxido nitrico o mediadores de la inflamacidn tales como
IL-1, TNFa o LPS (Hirata et al, 1987; Salvemini D, 1997). Ademas, regula la produccién de
prostanoides en procesos de inflamacion y procesos patoldgicos (Morita et al., 1995; Balsinde
et al., 1998).

No obstante, estos adjetivos (constitutiva e inducible) no son del todo ciertos.

- COX-1 cambia sus niveles de expresién durante el desarrollo (Brannon et al.,
1994). Ademas, puede disminuir sus niveles de expresion en células endoteliales
en respuesta a factores de crecimiento de fibroblastos y se sobreexpresa en
mastocitos tratados con factores de células madre con dexametasona (Hla y
Maciag, 1991).

- COX-2 se sabe que esta constitutivamente expresada en testiculos (Simmons et
al., 1991), el epitelio traqueal, en la macula densa del rifién (Zhang et al., 1997)
y en el cerebro (Yamagata et al., 1993).

2.1.2. Estructuray localizacion génica

El gen de la COX-1 se encuentra en el cromosoma 9, 9932 - q33.3, en humanos. Esta
formado por 11 exones y 10 intrones y comprende unas 22 Kb de DNA gendmico. Su mRNA
transcrito es de 2.8 Kb (Hla y Neilson, 1992; Yokoyama y Tanabe, 1989).

El gen de la COX-2 se encuentra en el cromosoma 1 de humanos, 1g25.2 - q25.3. Se
compone de 9 intrones y 10 exones que representan 8Kb de DNA gendmico. Su transcripcion
origina tres variantes de mRNA de 4.6, 4.0y 2.8 Kb. (Jones et al., 1993).



El promotor de COX-1 muestra las caracteristicas tipicas de genes implicados en las
funciones de mantenimiento del organismo en condiciones basales (housekeeping en inglés).
Por ello no posee caja TATA ni caja CAAT. Mientras que el promotor de COX-2 posee multiples
lugares que controlan su expresién a nivel transcipcional. Entre ellos se encuentran elementos
reguladores de transcripcion como una caja TATA, una E-box, un motivo Cre en respuesta a
cAMP, NF-kB, AP-1, proteina de unidn a enhancer CAAT o elemento de respuesta a receptores
activados por proliferador de peroxisomas (Tanabe y Tohnai, 2002). Ademas, su transcripcion
puede ser controlada por acetilaciones o metilaciones (Yue et al., 2011).

Promotor de COX-1

GATA & NF-IL6 R I—*

M2 a2 No TATA
¥ Myb W

Promotor de COX-2
a a2

oo & &
A O

NF- xB NF- xB NF-IL6 TATA

Figura 2. Esquema de los promotores de COXs. Se pueden observar las
diferencias en los elementos de transcripcion, como la ausencia de la
caja TATA en COX-1. Fuente: Alvarez, M.S., 2014.

2.1.3. Caracteristicas de las proteinas

Ambas proteinas se encuentran localizadas en la cara luminal del reticulo endopldsmico
y de la membrana nuclear, estando fundamentalmente COX-2 en la regidn perinuclear y la
membrana nuclear y COX-1 tanto en el citoplasma como cerca del reticulo endoplasmatico.
(Spencer et al., 1998; Morita et al., 1995; Crofforf, 1997). Ambas comparten un 60% de
homologia en su estructura primaria (Kurumbail et al., 1996; Xiao et al., 1998; Yuan et al.,
2006) y tienen caracteristicas enzimaticas muy similares. Son enzimas homodiméricas de 70 a
74 kDa de masa molecular y de unos 600 aminoacidos.

Cada proteina estd organizada en cuatro dominios estructurales (Simmons et al., 2004):

- Péptido seiial. Situado en el amino terminal, va a dirigir a la proteina a su localizaciéon
final. En COX-1 mide de 22 a 26 aminoacidos y en COX-2 mide 17 aminoacidos,
teniendo el de COX-1 mayor hidrofobicidad que le permite una translocacion mas
temprana a la membrana.

- Dominio de dimerizacidn. Es un dominio tipo EGF de 50 aminodcidos de longitud, que

tiene residuos capaces de formar puentes disulfuro, puentes salinos e interacciones
hidrofébicas.
- Dominio de unién a la membrana. Es un dominio tipo MBD formado por 4 hélices a

anfipaticas que une la proteina a la cara luminal de la bicapa lipidica.

- Dominio catalitico. Se encuentra en el extremo carboxi terminal y presenta 2 sitios
cataliticos, uno con la actividad peroxidasa, coordinada con un grupo hemo, y otro con
actividad ciclooxigenasa. Ambos sitios estan funcional y fisicamente separados.



En COX-1 el sitio de unién a sustrato e inhibidores es un residuo de arginina en la
posicion 120 del sitio con actividad ciclooxigenasa, mientras que para COX-2 este sitio no es
esencial para su inhibicién (Rieke et al., 1999).

Ademas el sitio activo de COX-1 es mas pequeio que el de COX-2 ya que los residuos del
sitio activo de COX-1 son mas grandes y ocupan mas espacio que en COX-2. En COX-1 hay una
isoleucina en el residuo 523, mientras que el COX-2 es una valina. Esto va a permitir una mayor
apertura del sitio de COX-2 y que sea mas accesible a los AINES (Kurumbail et al., 1996).

2.2. HIGADO Y SU RELACION CON COX-2

2.2.1. Higado

El higado es el érgano glandular mas grande del cuerpo. Es una viscera fundamental que
interviene en funciones vitales tanto sintetizar proteinas, como regular producciéon de
compuestos y eliminar sustancias toxicas. En el higado, los azlcares, aminoacidos y lipidos
seran sometidos a diferentes procesos para ser posteriormente distribuidos a través de la
sangre a los diferentes drganos (Garrido y Teijon, 2003).

Se compone de células del parénquima y células del estroma. Las células
parenquimaticas, los hepatocitos, representan un 80% de las células hepaticas y son las
encargadas de realizar las funciones mencionadas anteriormente. El 20% restante se
corresponden a las células del estroma que se compone de células de Kupffer, células
endoteliales, células epiteliales biliares, células de Ito, células estrelladas y células natural
killer.

2.2.2. COX-2 en el higado

Los hepatocitos adultos no tienen la capacidad de expresar COX-2, sin embargo, las
células de Kupffer, células estrelladas, hepatocitos fetales y células de ratén inmortalizadas
conservan la capacidad de expresar COX-2 tras su estimulacion mediante factores
proinflamatorios como lipopolisacaridos o citoquinas (Martin-Sanz et al., 1998; Ledwith,
1997). Se ha comprobado que en hepatectomias parciales, COX-2 se induce, y ésta contribuye
a la progresion del ciclo celular (Casado et al., 2001; Fernandez-Martinez et al., 2004). Ademas,
su expresion ha sido detectada en modelos humanos y animales en enfermedades como la
cirrosis (Yamamoto et al., 2003), tras infeccién del virus de la hepatitis B y C (Lara-Pezzi et al.,
2002; Nufiez et al., 2004), en lineas celulares de hepatoma (Kern et al., 2002) y en carcinoma
hepatocelular (Morinaga et al., 2002). La sobreexpresién de COX-2, ha sido también asociada
directamente a carcinogénesis hepatobiliar, mostrandose, en estudios in vitro, como los
inhibidores de COX-2 reducen el crecimiento de células carcinogénicas (Hu, 2003).

En estas condiciones inflamatorias crénicas, los hepatocitos expresan COX-2, por lo que
la investigacién de patologias hepaticas tiene una gran relacion con la investigacion de dicha
enzima.

Para la realizacion de este trabajo se generaron ratones transgénicos (Tg) que llevaban
incorporado la isoforma humana de la COX-2 (hCOX-2), bajo el control del promotor hepatico
humano ApoE y con la adicidon de un locus (HCR) para su expresién exclusiva en hepatocito
segun el protocolo establecido por Casado et al., (2007).
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Figura 3. Esquema del transgén de DNA, hCOX-2, en el vector
LIVhCOX-2. Se observa el locus HCR que permite la expresion
exclusiva en hepatocitos. Fuente: Casado et al., (2007).

Estos animales Tg no presentaban diferencias fenotipicas con sus companeros Wild Type
(Wt). Ademas no mostraron cambios histoldgicos detectables en higado ni cambios a nivel
macroscépico del érgano. No obstante la actividad funcional de COX-2 en Tg se comprobd por
medicion de niveles de prostaglandinas, que mostraron un aumento significativo (Casado et
al., 2007).

2.3.  SINTESIS DEL ACIDO ARAQUIDONICO
El AA o 4cido eicosatetraenoico es un acido graso poliinsaturado de la serie omega-6,

formado por una cadena de 20 carbonos con cuatro dobles enlaces cis en las posiciones 5, 8,
11y 14 [20:4(5,8,11,14)].

El AA es el sustrato de lipooxigenasas y ciclooxigenasas. La ruta oxidativa lipooxigenasa
da lugar como productos principales a leucotrienos, HETE y lipoxinas. Mientras que la via de las
ciclooxigenasas da lugar a PGs, prostaciclinas y TXs.

El AA es uno de los constituyentes basicos de las membranas celulares. En ellas, se
encuentra esterificado en la posicién 2 de los fosfolipidos, aunque también se encuentra en
una pequefia proporcion en los ésteres y en los triglicéridos (Amanda et al., 1979).

Existe una cantidad muy baja de AA libre a nivel intracelular, por ello se libera al medio
gracias a la accidn enzimatica de las fosfolipasas, siendo las mas importantes las A, y las C. Esta
reaccioén hidroliza la unidn éster en posicion 2 del AA para su liberacidn. La activacion de esta
enzima viene dada por estimulos tanto especificos (fisiolégicos hormonales o proteicos), como
inespecificos, que se producen en condiciones patolédgicas (como en un dafio mecanico o una
isquemia) (Companioni, 1995; Smith, 1992).

2.3.1. Lipdgenesis de novo de acidos grasos poliinsaturados

Al ser un acido graso poliinsaturado (PUFA en inglés), el AA, puede ser sintetizado de
novo a partir de acidos grasos esenciales. El principal érgano metabdlico responsable de la
sintesis y liberacion de los acidos grasos es el higado en un proceso llamado lipogénesis de
novo (Leonhardt y Langhans, 2004).

La sintesis de PUFAs es llevada a cabo por elongasas y desaturasas de los acidos grasos
(Sprecher, 2000). Estas enzimas transforman los acidos grasos esenciales, tales como el acido
linoleico (18:2, n-6) o el acido a-linolénico (18:3, n-3) en productos de las rutas omega-6 y
omega-3, respectivamente.
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El ser humano no puede sintetizar estos acidos grasos esenciales, por lo que deben ser
ingeridos por la dieta. El acido linoleico es el precursor inmediato de la dieta del AA. Se
encuentra en alimentos como la soja, semillas de lino, pipas de calabaza o girasol, y en aceites
como el de girasol, onagra y maiz (Simopoulos et al., 1999).
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Figura 4. Rutas de sintesis de Omega-6 y Omega-3. Indica los metabolitos implicados en las
rutas asi como las enzimas que llevan a cabo transformaciones de unos a otros. Fuente:
http://fuelyourhealth.net/tag/omega-6 (consultado el 6 de julio de 2015).

Como se observa en la Figura 4, en la via de los n-6 PUFA (Omega-6) para sintetizar el AA
intervienen, en primer lugar, la A6-desaturasa para convertir el acido linoleico en acido y-
linolénico que dara lugar al dcido dihomo-y-linolénico gracias a una elongasa, concretamente
la 5. Finalmente, la A5-desaturasa transformard este dcido en el AA. Este es el resultado de
procesos de elongacién y desaturacion que tienen lugar en las mitocondrias y reticulo
endoplasmatico.

Las enzimas que intervienen en estas rutas son importantes reguladores de la expresion
génica hepatica y la composicion de lipidos (Wang et al., 2006).

2.3.1.1.Elongacion

La elongacién de acidos grasos representa la principal ruta para la determinacién de la
longitud de las cadenas monoinsaturadas y poliinsaturadas de estos acidos. La reaccién global
para la elongacién de acidos grasos comprende cuatro enzimas y utiliza malonil CoA, NADPH, y
acil CoA como sustratos.

Existen 2 tipos de elongaciones:

- La elongaciéon mitocondrial. Es la inversa de la oxidacidon de acidos grasos. Utiliza
acetil-CoA, enolil-CoA y acil-CoA como sustratos y extiende la longitud de cadena en
dos carbonos. Este proceso actua principalmente sobre acidos grasos con una cadena
hidrocarbonada con menos de 16 carbonos. (Cook, 1985).

- La elongacion en el reticulo endoplasmico (en microsomas). Esta elongacion esta
presente en las plantas, mamiferos, levaduras y otros eucariotas inferiores. Esta
elongacion suele ocurrir en acidos grasos de 16 carbonos en adelante (Cinti et al.,
1992).
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La elongaciodn tiene 4 etapas (Garrido y Teijon, 2003):

1. Condensacion de grupos acetil-CoA con el manolil-CoA, ambos presentes en los
organulos nombrados, dando lugar al manolil-SCoA, con 2 carbonos adicionales,
catalizada por B-cetoacil-CoA sintasa.

2. Reduccién que requiere a NADPH como co-factor, catalizada por B-cetoacil-CoA
reductasa.

3. Deshidratacion, catalizada por B-hidroxiacil-CoA deshidratasa.

Otra reduccion similar a la anterior, catalizada por trans-2-enoil-CoA reductasa.

Existen 7 tipos de elongasas caracterizadas en mamiferos, llamadas Elovl por su nombre
en inglés elongation of very long chain fatty acids (Leonard et al., 2004). De los siete subtipos
de elongasas de dcidos grasos identificados en los genomas de ratén y humano, cinco subtipos
se expresan en higado tanto de humano como de roedor: Elovl 1, Elovl 2 (Tvrdik et al., 2000),
Elovl 3 (Tvrdik et al., 1997), Elovl 5 (Leonard et al., 2000) y Elovl 6 (Moon et al., 2001).

2.3.1.2. Desaturacion

La desaturacidn es el proceso que introduce la insaturacién en el acido graso empleando
O, y NADP. Estas enzimas introducen las insaturaciones en los carbonos 5, 6 6 9, de ahi sus
nombres, A5-desaturasa, A6-desaturasa y A9-desaturasa. Como no pueden introducir
insaturaciones mas alla del C9, no podemos sintetizar acido linoleico (18:2A9,12) o &cido a-
linolénico (18:3 A9, A12, A15).

La desaturasas son conocidas como Scd (del inglés, Stearoyl-CoA desaturase). En ratones
se han identificado 4 isoformas Scd (1, 2, 3 y 4), pero en humanos sélo se han descrito 2
isoformas, Scd 1 y Scd 5 (Shanklin y Somerville, 1991). Scd 1 humana presenta una homologia
del 85% en la secuencia de aminodcidos con las 4 isoformas de ratdn. Sin embargo Scd 5 no
presenta una gran homologia con las Scd de roedores.

Cuando hablamos de desaturasas especificas de acidos grasos, algunas Scd toman el
nombre de Fads (del inglés, Fatty Acid Desaturase). En humanos existen Fads 1 y Fads 2, que
son las Scd 5y D6D (Delta (6) fatty acid desaturase) respectivamente (Marquardt et al., 2000).
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3. OBIJETIVO

El objetivo de nuestro grupo de trabajo es conocer el papel de COX-2 en el higado y
caracterizar modelos animales y celulares que permitan su estudio. Para ello se han realizado
analisis de gendmica, metabolémica y protedmica tanto en tejido de animales Wt como de
animales Tg. Con los estudios gendmicos, mediante microarrays, se obtuvieron 155 genes
upregulated y 170 downregulated, considerando como positivos aquellos genes que
presentaban diferencias iguales o superiores a 2 con respecto a los Wt. Con los estudios
metaboldmicos, se analizaron diferentes metabolitos en dos grupos de 10 ratones Tg y 10
ratones Wt para observar las diferencias que habia entre uno y otro.

Los genes obtenidos en los experimentos de microarrays deben ser validados por otras
plataformas, en nuestro caso la PCR cuantitativa (qPCR), ya que existe un alto porcentaje de
falsos positivos en este tipo de plataforma masiva de cuantificacion.

Observando los datos del estudio gendmico, y basandonos en las diferencias
encontradas en el estudio metabolémico, se seleccionaron unos genes en concreto que se
desean validar por gPCR.

Asi pues los objetivos de este trabajo son:

- Validar los genes seleccionados mediante la gPCR, basandonos en los estudios previos
desarrollados por el grupo de trabajo.

- Buscar una explicacion biolégica de los resultados obtenidos con ayuda de bibliografia.

- Caracterizacién de la linea celular NCL utilizada para los experimentos de qPCR.

- Comparar dos métodos distintos de analisis de datos de gPCR.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. REACTIVOS

Los reactivos utilizados en el desarrollo de este trabajo han sido suministrados por Arbor
Assays (Ann Arbor, MI, USA), Biotium (Hayward, CA, USA), BD Biosciences (MA, EEUU), BioRad
(CA, USA), Life Technologies (Carlsbad, CA, USA), Promega (Madison, WI, USA), Santa Cruz
Laboratories (Santa Cruz, CA, USA), Scharlau (BCN, ES), Sigma (St. Louis, MO, USA) y Roche
Diagnostics (Mannheim, Germany), Lonza (LONN, Swiss), Biotool (AG, Swiss) y CAYMAN (Ann
Arbor, MI, USA).

4.2. MATERIAL BIOLOGICO

4.2.1. Higado de raton transgénico

Para la realizacidn de este trabajo se utilizaron higados congelados en nitrégeno liquido
de 30 ratones, 15 de ellos Tg y 15 Wt. Los ratones Tg y Wt fueron generados, criados y
sacrificados en el IBV-CSIC. Los ratones transgénicos llevaban incorporado un transgén que
contenia DNA del gen hCOX-2 bajo el control de un promotor hepatico. 20 de los 30 higados
totales, 10 Tg y 10 Wt, fueron utilizados previamente en un estudio metabolémico realizado
por OWL Metabolomics, en el Parque Tecnolégico de Bizkaia.

4.2.2. Cultivo celular

Se utilizaron células de higado de ratdn inmortalizadas por el método del antigeno T de
SV40 (Lane y Crawford, 1979), linea celular NCL. Estas células fueron generadas por el Instituto
de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” en Madrid a partir de higado de ratones Tg y Wt.
Las células que partian del higado transgénico se denominaron NCL-COX2, por llevar insertado
el transgén, y las que partian del Wt, NCL-V, ya que el higado de partida habia sido
transfectado con un vector vacio. Las células se cultivaron en frascos T75, con 75 cm? de
superficie, previamente extraidas del stock y pasadas a un T25. El medio utilizado para su
crecimiento fue el DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado con 5mL/L de
estreptomicina/penicilina, 5 mL/L de L-glutamina y un 10% de suero fetal bovino inactivado
(media hora a 55°C). Todos los componentes del medio completo son de Lonza. Las células
fueron cultivadas a 37°C, en atmdsfera humificada con 5% de CO,. Los pases se realizaron cada
2-3 dias, con diluciones 1:6, cuando las células llegaban al 80% de confluencia. Si se esperaba
a que llegaran a la confluencia total, la tripsinizacién no era eficiente y el metabolismo celular
se ralentizaba.

4.3. EXTRACCION DEL RNA

El RNA, tanto de las células como de los tejidos, se aislé utilizando TRl Reagent
Solution (Applied Biosystems, Life Technologies) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. TRI Reagent Solution combina fenol y tiocianato de guanidina en una solucién
monofdasica para inhibir rdpidamente la actividad de RNasas. Las muestras biolégicas son
homogeneizadas o lisadas en la solucién de TRl Reagent. El homogeneizado resultante se
separa en fase acuosa y organica mediante la adicién de cloroformo y centrifugacion. EI RNA
se queda en la fase acuosa, el DNA a la interfase, y las proteinas a la fase organica. A
continuacidn, se precipita el RNA de la fase acuosa con isopropanol, y finalmente se lava con
etanol y se diluye en agua DEPC libre de RNasas.
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Para cuantificar y asegurar la integridad del RNA obtenido se realizé un analisis de
espectrofotometria utilizando un biofotdmetro que nos indicaba la cantidad de RNA de la que
disponiamos, asi como la calidad del mismo mediante la relacién de absorbancia 260/280.
Ademas se analizdé mediante una electroforesis horizontal con un gel de agarosa 1% a 100mV y
tincién Gel Red.

4.4. RT

La sintesis de cDNA fue llevada a cabo mediante un kit comercial Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) a partir de 1pg de RNA. El procedimiento utilizado en la RT
consiste en dos pasos, explicados en el protocolo adjunto del fabricante. El primer paso es la
preparacidon de RNA que es sometido a una desnaturalizacién a 65°C durante 10 minutos junto
con 2 pL de hexameros cebadores de secuencia aleatoria con concentracidn final de 60uM y
agua libre de RNAsas hasta llegar a 13 plL. Tras este paso se afiaden 4 L de la Reaccion Buffer
de la Transcriptasa Reversa a concentracién final de 1X (que incluye 8mM de MgCl,), 0.5 plL de
inhibidor de RNAsas 20 U, 2 pL Mix de dNTP 1mM y 0.5 plL de Transcriptasa Reversa con una
concentracién de 10 U. Este ultimo paso consiste en una incubacidon de 10 min a 25°C seguido
de 1 hora a 50°C vy, para inactivar la enzima, 5 minutos a 85°C.

4.5. PCR
Con la PCR amplificamos el fragmento de hCOX-2 para confirmar la expresién del
transgén y que no habia contaminacion entre las muestras y el control.

Las condiciones de la PCR fueron de 1 ciclo de 2 minutos a 94°C seguido de 35 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 30 segundos a 72°C, y una fase de elongacién final
de 10 minutos a 72°C.

La mezcla de reaccion de la PCR contenia: 2 pL de ¢cDNA, 200 uM de dNTPs, 0,2 uM de
oligonucledtidos directo y reverso, 1,5 mM Mg**, 2,5 U de DNA Tagq Man (Promega), en 20 pl
de volumen final conteniendo tampdn de reaccién 1X. La secuencia de los cebadores utilizados
se especifica en la Tabla 1:

Tabla 1. Informacion de los cebadores utilizados para la PCR.

Cebador Long. Tm %GC Secuencia
hCox-2fusion 30 >75°C 80 5’-GCGGCCCTCGAGATGCTCGCCCGCGCCCTG-3’
Forward
Cox/transg-seq 19 54.5°C 47.4 5’-GCATTGTAAGTTGGTGGAC-3’
Reverse

Esta amplificacion fue comprobada mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa
1% a 100 mV y posteriormente se tifié con gel de tincidn de acidos nucleicos Gel Red.

4.6. ANALISIS DE EXPRESION POR PCR CUANTITATIVA

La gPCR es una variante de la PCR convencional que se utiliza para amplificar y
cuantificar simultdaneamente de forma absoluta o relativa el producto de la amplificacién de
DNA o cDNA, obtenido por una retrotranscripcion a partir de RNA. Utiliza los mismos reactivos
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qgue una PCR convencional (cebadores especificos, dNTPs, un buffer de reacciéon y una DNA
Polimerasa termoestable), pero ademas, a esta mezcla se le adiciona una sonda que incluye
un fluoréforo para que el termociclador pueda medir la fluorescencia, que es directamente
proporcional a la cantidad de producto (amplicdn) obtenido en cada ciclo de amplificacién. De
esta manera, podemos cuantificar a tiempo real la cantidad de producto que tenemos. Por
este motivo la gPCR se ha convertido en un procedimiento bien establecido para la
cuantificacion absoluta o relativa de los niveles de expresidn de genes, que es nuestro objetivo
final.

En el trabajo se llevaron a cabo dos gPCR utilizando métodos distintos, aunque ambas
utilizan el mismo fundamento de deteccién y optimizacion:

El primer método consiste en utilizar sondas Tagman. Estas permiten la deteccién del
producto de PCR mediante un sistema de sondas marcadas con dos fluorocromos. Esta sonda
posee un primer fluoréforo en el extremo 3’, el cual se llama Reporter, y en el otro extremo 5’
se encuentra el Quencher, que bloquea la emisién de fluorescencia por parte del otro
fluoréforo. Este tipo de sondas reconocen especificamente el fragmento de DNA que
amplifican los cebadores, de modo que cuando la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq
Polimerasa se encuentra con la sonda, la hidroliza liberando al Reporter del Quencher y
permite la emisién de fluorescencia por parte del fluoréforo. La fluorescencia esta
relacionada, como se ha mencionado antes, con la cantidad de amplicdn producido.

Fluoréforo
Sonda Quencher

i ' )
Forward ?CR primer C Toqmen

Reverse K‘R‘primu
v Amplificacién .
Figura 5. Fundamento de las Sondas Tagman. Se observa los

Polimerizacién

diferentes sucesos que ocurren en cada etapa de la gPCR, siendo

I

importante que durante la amplificacion se hidroliza la sonda por la

\ 4 Desplazamiento de Polimerasa y se libera la fluorescencia. Fuente:

Fluorescencia la sonda y escisién

http://epidemiologiamolecular.com/estudio-virolgico-virus-gripe/
------- . (consultado el 18 de julio de 2015).

:

v Resultado

Fluorescencia

— vetol P
Productos de o
PCR Productos de escision

Con este método analizamos el nivel de expresidn de los genes de las distintas isoformas
de COX, COX-1 y COX-2. Como control enddgeno para posteriormente poder normalizar los
datos obtenidos, se utilizd el gen Gapdh.

Para llevar a cabo la gPCR se utilizaron 3 pl de ¢cDNA diluido 1:5 de la RT con 1 plL de
Buffer de reaccion 1X que contenia las sondas y cebadores de cada gen, con 10uL 1X de la
enzima Taq Polimerasa y agua hasta llegar a los 20 pL finales. Tanto los buffers de reaccidn,
como la enzima, fueron obtenidos de Assays-on-demands gen expression product (Life
Technologies). La reaccion comprende un paso a 95°C de 20 segundos de duracion, seguido de
40 ciclos de un paso a 95°C durante 3 segundos seguido de 30 segundos a 60°C.
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El segundo método consiste en utilizar Universal Probe Library (UPL). Las UPL son
similares a las sondas Tagman, ya que llevan un fluoréforo en el extremo 3’ y un Quencher en
el extremo 5’ que bloquea su fluorescencia hasta que son separados por la actividad
exonucleasa de la Taq Polimerasa (Figura 5). En este caso las sondas tienen una gran cobertura
de transcritos debido a su corta longitud (entre 8 y 9 nucledtidos), ya que poseen nucledtidos
LNA, acidos nucleicos bloqueados (Figura 6), lo que les permite mantener la especificidad y la
temperatura de melting (Tm) que necesitan. Ademas proporcionan un incremento en la
termoestabilidad y presentan un gran poder de discriminacién frente a la generaciéon de
duplex. Los nucledtidos LNA son andlogos de los nucledtidos de DNA con la diferencia de un
aumento en la robustez de las uniones si la comparamos con la de los nucledtidos de ADN
estandar.

- - ; Figura 6. Comparacion de los nucledtidos LNA con los de
~ ; _\(j DNA y RNA. En LNA enlace éster que no estd presente en

> S > DNA y RNA, permite el bloqueo. Fuente:

< 2_'_ e b el . https://lifescience.roche.com/webapp/wcs/stores/serviet/
Product2 15006 10001 68068 (consultado el 18 de julio

de 2015).

LNA DNA RNA

Este método es similar al descrito anteriormente ya que la cantidad del DNA también es
proporcional a la fluorescencia observada tras la hidrélisis de la sonda.

Mediante este método se analizd la expresién de las elongasas, Elovl 5y Elolv 6, las
desaturasas, Scd 1, Scd 2 y Fads 2, y las fosfolipasas, Pld 1y Pla2g16; como control endégeno
Hprt. Las secuencias de los cebadores utilizados se describen en la Tabla 2:

Tabla 2. Secuencia de los cebadores utilizados para la aPCR.

Gen Cebador Longitud Sonda Tm %GC Secuencia
UPL
Hprt Forward 19 #95 56.4 52.6 5'TCCTCCTCAgACCgCTTTT
Reverse 21 54.5 47.6 5'CCTggTTCATCATCgCTAATC
Elovi5  Forward 18 #31 56.2 61.1 5’gTCCTCCATCCCgTCCAT
Reverse 21 54.8 42.9 5'CTggATgATTgTCAgCACAAA
Elovi6  Forward 20 #52 55.2 50 5’gCATTCATTTCCTCCTACgg
Reverse 21 56.8 57.1 5'gAgTCgCTACgTgTTCTCTgC
Scd 1 Forward 19 #82 56.5 57.9 5'gACCTgAAAgCCgAgAAgC
Reverse 20 54.8 50 5'gATgAAgCACATCAgCAggA
Scd 2 Forward 18 #89 56.1 61.1 5'CTCATCCCTgggAACgTg
Reverse 20 56.3 55 5'gCTgAgTAAgCgCCAgAgAT
Fads 2 Forward 21 #60 55 42.9 5’AATTTCCAgATTgAgCACCAC
Reverse 19 56.4 57.9 5'gCgCAgAgAgACTTCACCA
Pld 1 Forward 23 #60 56.1 39.1 5'TTgCTgACgACAACAZTTATT
Reverse 20 55.1 50 5’gCACTATgACAgCCATTTCg
Pla2gi6 Forward 21 #80 56 42.9 5'TggAAAATgCTAgCACCCATA
Reverse 20 55.4 45 5'CATAgggCggAAAATCTCAA
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Para llevar a cabo la gPCR se utilizaron 3 pl de cDNA diluido 1:5 de la RT con 10 pL del
Buffer de reaccion EagleTag ROX que contiene la polimerasa, 1 pl de cada primer con una
concentracion final de 0.5 uM, 0.4 pL de la sonda UPL correspondiente a cada gen con una
concentracion final de 0.2uM y agua hasta llegar a un volumen final de 20 pL. La reaccidn
comprende un primer paso a 95°C de 10 minutos de duracidn, seguido de 45 ciclos de un paso
a 95°C durante 15 segundos seguido de 1 minuto a 60°C. Las sondas UPL utilizadas son de TIB
Molbiol (ROCHE).

Ambas gPCR se realizaron en placas MicroAmp de 96 pocillos (Applied Biosystems) que
se introdujeron en el termociclador 7500 Fast Real time PCR System de Applied Biosystem
utilizando el programa Fast.

4.7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PGE;
La concentracion de PGE, producida por hCOX2 fue determinada mediante un kit
comercial de Arbor Assays, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante.

El kit consiste en un ELISA de competicidn entre las PGE, de las muestras y una enzima
conjugada, la PGE,-peroxidasa. En los pocillos de las placas donde ocurre la reaccién, se
afaden anticuerpos monoclonales especificos de PGE, que se unirdn a los anticuerpos
policlonales que recubren el fondo de los pocillos. Una vez unidos la enzima y las PGE; a los
anticuerpos, se afade el sustrato de la enzima y tras una incubacion de media hora se mide la
intensidad del color del producto de la reaccion en un espectrofotometro a 450 nm. La
intensidad es directamente proporcional a la cantidad de enzima que hay en cada pocillo e
inversamente proporcional a la cantidad de PGE, de las muestras. Gracias a la realizacion de la
curva estandar con el estandar de PGE,, que viene con el kit, podemos cuantificar la cantidad
de PGE, de cada muestra.

4.8. DETERMINACION DE MICOPLASMAS EN CULTIVO

Los micoplasmas son los procariotas mds pequefios y simples que existen. Son una de las
fuentes mas comunes de contaminacion de cultivos celulares. Cuando se contamina un cultivo
con micoplasmas, a menudo disminuye el crecimiento de las células debido a que éstos
degradan los componentes del medio y modifican el metabolismo celular. Por ello es
importante testar periédicamente los cultivos ante estos organismos.

Para poder determinar si los cultivos estaban contaminados con micoplasmas, se
utilizaron dos kits de casas comerciales distintas para corroborar la validez de los resultados.

El primer kit utilizado fue el MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit, de LONZA. Este es
un test bioquimico que explota la actividad de las enzimas de los micoplasmas. Con la adicion
del sustrato de la reaccion, los micoplasmas se lisan y las enzimas liberadas reaccionan con el
sustrato catalizando la conversion de ADP en ATP. Se mide la concentracién de ATP, con un
espectrofotdmetro, antes y después de haber anadido el sustrato, y el ratio entre la segunda
medicion y la primera nos indica si hay contaminaciéon o no, indicando un ratio >1 como
contaminado y < 1 no contaminado en la mayoria de cultivos.

El segundo kit, Mycoplasma Detection Kit-QuickTest de BIOTOOL, detecta los productos
metabdlicos secretados especificamente por los micoplasmas al degradar el medio de cultivo.
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Si la muestra contiene dichos metabolitos los pocillos donde ocurre la reaccién cambian de
color al afiadirle el tampdn de reaccién. Comparando el color de las muestras con el del control
positivo y negativo (medio de cultivo sin muestra), sabemos si el cultivo estd contaminado o
no.

4.9, INMUNOFLUORESCENCIA

Las células NCL se crecieron en un portaobjetos multipocillo para cultivo celular (BD
Biosciences), concretamente 40000 células/pocillo. Una vez habian crecido y estaban
adheridas a la placa, se retird el medio, se lavé con PBS 1x vy se fijé con PFA al 4% durante 10
minutos en oscuridad. Tras este tiempo, las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1x y se
permeabilizé con Triton al 0.2%, a partir de Triton 100x en PBS 1x, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras un lavado con PBS 1x, se llevéd a cabo el bloqueo utilizando
superbloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de
bloqueo, se dejaron toda la noche incubando a 42C con el anticuerpo primario, COX-2
Monoclonal (#160112, Cayman) dilucion 1:100 en la solucidn de superbloqueo.

Al dia siguiente, se lavaron 3 veces con PBS 1x y se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo Fluoresceina (#F-2761,
Molecular Probes), dilucion 1:1000. Después de la incubacién, se lavaron otras 3 veces mas
con PBS 1x y se llevd a cabo la tincidon de DNA para la visualizacidn de los nucleos incubando en
oscuridad 10 minutos con Hoestch (Life Technologies) diluido 1:1000 en solucion de bloqueo.
Finalmente, lavamos 3 veces con PBS 1x y colocamos un cubre encima del portaobjetos donde
se encuentran las células. Previamente a la colocacion del cubre, se pusieron unas gotas de
Aqua Poly/Mount (#18606, Polysciences, Inc.) que evita que la fluorescencia se pierda y ayuda
a pegar el cubre al portaobjetos.

Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio confocal de fluorescencia, el
microscopio Leica SP8 con un objetivo de 63x INM oil (de inmersién en aceite) (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany)

El PFA al 4% (para 50 mL) se prepara con 2g de para-formaldehido, 40 mL de agua y 125
puL de NaOH 1M. Calentamos con cuidado hasta que se disuelva y afiadimos 5 mL de PBS 10x y
completamos con agua hasta los 50 mL.

El superbloqueo se prepara con un 10% de suero fetal bovino, 5% de leche de bloqueo,
0.5% de albumina sérica bovina, 0.1% de Triton 0.2% y se completa con PBS 1x.

4.10. METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos en las gPCR han sido analizados por dos métodos distintos:

> 2—AACt

AACt

El método 2 (Livak y Schmittgen, 2001) utiliza los Ct (Cycle Threshold), que
corresponden al niumero de ciclo de PCR en el cual la fluorescencia detectada se diferencia del
ruido de fondo, para el analisis de datos. Se compara los Ct del gen o de los genes de las
muestra con los Ct del control (housekeeping), en nuestro caso Gapdh y Hprt.

Para ello se calcula el AACt:
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AACt = (Ct gen interés — Ct gen control) — (Ct medio gen interés — Ct medio gen control)

-AACt

Una vez calculado el 27, podemos determinar el incremento o disminucién de la

expresion de los genes, teniendo en cuenta que el 2**“ de las muestras control siempre es 1.

Para el disefio y la evaluacién de un experimento como este, debemos tener en cuenta
una buena eleccién del gen control, validarlo y disponer de la cantidad adecuada de cDNA para
realizarlo (Livak y Schmittgen, 2001).

» Programa LinReg PCR

LinRegPCR es un programa de libre acceso para el andlisis de los datos de gPCR. Este
método se basa en los procedimientos descritos en Ruijter et al. (2009).

Los archivos que se importan al programa no deben tener la linea base corregida,
puesto que el mismo programa la realiza en cada amplicdn por separado. Después de esto
determina una ventana de linealidad (Window-of-Linearity) y mediante una regresion lineal
determina la eficiencia de la PCR (EPCR) de cada muestra gracias a la pendiente de la recta de
regresion.

Con la EPCR y el valor Cq, también conocido como Cp o Ct (nimero de ciclos necesarios
para alcanzar el umbral de cuantificacién), podemos calcular la concentracion de partida de
cada muestra, expresada en unidades arbitrarias de fluorescencia, gracias a la ecuacién basica
de la cinética de la PCR a partir del Cq:

NC=N0XEC

Donde N. es la media del amplicén tras C ciclos; Ny es la concentracién inicial del
amplicén; y E es la eficiencia de la amplificacién.

Esto es posible porque el valor Cq marca la posicidn de la curva de amplificacion en el
eje de abscisa, que indica el nimero de ciclo, y es proporcional al logaritmo de la
concentracidn inicial de la muestra (Livak, 1997; Witwer et al., 1997).

Para ver la diferencia de expresiéon entre los genes, analizamos la relacion entre Ng
de la muestra / Ng del housekeeping.

4.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de expresion de los genes obtenidos mediante las distintas qPCR fueron
tratados con Excel y analizados con el programa estadistico de analisis Statgraphics Centurion
XVII. Para el andlisis estadistico de los datos se tuvieron en cuenta tanto un test paramétrico, T
de Student como uno no paramétrico, W de Mann-Whitney, considerando en ambos un valor
significativo de p-valor < 0.05. Ademas se utilizd el programa de libre acceso, G*Power 3.1,
para saber el tamafio muestral necesario en cada experimento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. CARACTERIZACION DE LA LINEA CELULAR NCL

Las células NCL son células de higado de ratén inmortalizadas mediante el método del
antigeno T de SV40. Parten de higados de ratones Tg, con el transgén de COX-2 insertado,
(NCL-COX2) y de higados de ratones Wt con un vector vacio (NCL-V). Para la realizacion de los
experimentos se trabajé con poblaciones monoclonales de células transfectadas de manera
estable, utilizando 2 clones distintos de NCL-COX2 (NCL-C1 y NCL-C3) y un Unico clon de NCL-V.

Una vez seleccionados los clones resistentes con expresion de hCOX-2 utilizando
puromicina, se llevaron a cabo experimentos para la comprobacién de la expresién del trangén
en NCL-COX2 y de su ausencia en NCL-V.

Se aconseja, periddicamente, que en todos los cultivos celulares se hagan ensayos para
determinar si hay contaminacién por micoplasmas. A lo largo de todos los experimento, se
realizaron éstos para comprobar que no habia contaminacion que pudiera afectar a los
resultados, siendo todos los ensayos negativos a la presencia de micoplasmas.

5.1.1. hCOX-2 PCR de comprobacion

Previamente a la realizacion de los experimentos de gPCR, tras la extraccion del mRNA 'y
su posterior retrotranscripcion a cDNA, la expresiéon de hCOX-2 se comprobd amplificandolo
por PCR y separado por electroforesis observando una banda entre 500 y 300 pb tal y como se
ve en la Figura 7.

Cc- ¢+ \'}
wgrol§
500 pb

3.00 pb

Figura 7. Expresion del transgén hCOX-2. Se muestran los controles C+ y C — que confirma la aparicion de la
banda entre 500 y 300 pb en C1y C3y la ausencia en V. El C+ fue realizado con una muestra que contiene hCOX-
2, previamente comprobada en el laboratorio, y el C- realizado con agua.

hCOX-2 estuvo presente en todas las muestras de NCL-COX2, tanto de un clon como de
otro, y ausente en NCL-V. Esto se confirma con la utilizacién de controles positivos y negativos
(también mostrados en la Figura 7).

5.1.2. Determinacion de la actividad de COX-2

Para determinar la funcionalidad de la enzima expresada se midid la concentracion de
PGE, en el sobrenadante de los cultivos mediante un ELISA. Dicha concentracién se determind
también en células tratadas con DFU, 5,5-dimetil-3-(3-fluorofenil)-4-(4-metil-sulfonil) fenil-
2(5H)-furanona (inhibidor selectivo de COX-2) (Riendeau et al., 1997) y sin tratar, para verificar
la funcionalidad enzimdtica de COX-2.
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En la Figura 8 se muestra como los niveles de PGE, son superiores en ambos clones de
NCL-COX2 con respecto a NCL-V. Ademds, la concentracion de PGE, disminuye
significativamente en las células tratadas con DFU que tienen hCOX-2 (Figura 9).

Concentacién de PGE,en las células Concentracion de PGE, en las células

PGE, (pg/miL)
[

.
500
.
I 0

NCL-V NCL-C3 NCL-C1 NCLC3 NELCL

Figura 9. Diferencia de los niveles de PGE,
en las células NCL-COX2 tratadas con DFU y
sin tratar. Siendo ** p-valor < 0.01 con
respecto a NCL (C1 o C3) sin tratar con DFU
utilizando el estadistico t de Student.

Figura 8. Niveles de PGE, en las células NCL. Siendo *
p-valor < 0.05 con respecto a NCL-V y ** p-valor < 0.01
con respecto a NCL-V utilizando el estadistico t de
Student.

5.1.3. Expresion de hCOX-2

Un método de comprobacion que determina si existe una diferencia a nivel de expresion
génica entre una muestra y otra es la qPCR. En este caso se comprobd la sobreexpresion de
hCOX-2 en las células NCL, para ver que realmente existia una diferencia significativa en la
expresion del gen que, mas adelante, nos corroboraria los resultados de los demas analisis de
los genes.

Para ello se utilizé la gPCR con sondas Tagman, descrita en “MATERIALES Y METODOS”.
La diferencia entre células resulto significativa, presentandose un aumento de mas de 3 veces
en la expresiéon en NCL-COX2.

hCOX-2

Figura 10. Representacion de diagrama Box and
Whisker de los niveles de expresion de hCOX-2 en
NCL-V + células NCL-V y NCL-COX2. Presenta un nivel de
significacion de 0,00000316951< 0.05 a un nivel de
confianza del 95% para la t de Student y de
0,00507498 < 0.05 a un nivel de confianza del 95%

NCL-COX2 |_ . _|** para la W de Mann-Whitney. Datos analizados
yraact

utilizando el método **p-valor < 0.01, con

respecto de NCL-V, con t de Student suponiendo

0 1 2 3 4 varianzas desiguales. Fuente: elaboracion propia en
Statgraphics Centurion XVII.
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5.1.4. Inmunofluorescencia para la deteccion de hCOX-2

Por dltimo se procedié al estudio de la presencia de hCOX-2 mediante microscopia
confocal de inmunofluorescencia. Para ello se hizo una inmunotincidn de hCOX-2 en las células
con un anticuerpo primario monoclonal anti-hCOX-2 y se utilizé Hoestch para marcar el nucleo.
Se confirmé la ausencia de la proteina en NCL-V y su presencia en NCL-COX2 como se muestra
en la Figura 11. La hCOX-2 se observo en su localizacion habitual en la célula.

Figura 11. Determinacion visual de hCOX-2 en células NCL transfectadas de manera estable, NCL-V (imagen
derecha) y NCL-COX-2 (imagen izquierda), mediante inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal anti-

hCOX-2 (verde) y Hoestch (azul). Fuente: imdgenes de microscopia confocal (Leica SP8).

5.2. ANALISIS DE DIFERENCIAS DE EXPRESION ENTRE
TRANSGENICOS Y WILD TYPE

Tras observar los resultados obtenidos del andlisis de los datos de los arrays de
gendmica, se decidié validar algunos de los genes que aparecian sobreexpresados en los
animales Tg con respecto a los Wt. Dichos genes tienen una relacidn aparente con COX-2 que
puede comprobarse gracias al andlisis metaboldmico realizado. Con ambos estudios se
seleccionaron los genes mds adecuados para validar, basandose en los perfiles cruzados
obtenidos de los analisis.

5.2.1. Resultados de la metabolomica

Con el estudio de los metabolitos alterados, ya fuesen aumentados o disminuidos, se
pretende encontrar qué rutas relacionadas con COX-2 se encuentran alteradas y qué genes
podrian estar causando estas alteraciones.

El estudio se llevé a cabo analizando los metabolitos implicados en la lipogénesis de
novo, la rutas de biosintesis de los acidos grasos n-3 y n-6, el ciclo de la metionina, biosintesis
de lipidos, biosintesis de acidos biliares, biosintesis de aminoacidos y el ciclo del acido citrico.
Muchos de los metabolitos que resultaron significativamente alterados eran intermediarios del
metabolismo del acido linoleico, o lo que es lo mismo, de la ruta de biosintesis de los acidos
grasos n-6, como se puede observar en la Figura 12. Uno de los metabolitos de esta ruta es el
AA, sustrato de COX-2, que se encuentra significativamente aumentado en los animales Tg.
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Figura 12. Ruta de biosintesis de dcidos grasos omega-3 y omega-6. Diacilgliceridos (DAG), A-6 desaturasa
(46D), A-5 desaturasa (A5D), 8-oxidacion (8-ox), fosfolipasa (PL). Como se observa estdan incrementados los
metabolitos dcido y-linolénico (18:3, n-6), dcido eicosadienoico (20:2, n-6), dcido docosatetraenoico (22:4, n-6),
AA (20:4, n-6), dcido moroctico (18:4, n-3), dcido eicosapentanoico (20:5, n-3), dcido docosapentaenoico (22:5,
n-3), dcido docosahexaenoico (22:6, n-3) y dcido eicosatrienoico (20:3, n-3).Implicando en estos cambios a las
enzimas que se observan, Elovl 5, A-6 desaturasa, A-5 desaturasa y Elovl 2. Fuente: OWL Metabolomics.

Podemos decir que aparentemente esta ruta estd alterada y por tanto alguna o algunas
de las enzimas de la misma se hayan alteradas, ya que los metabolitos que hay aumentados
(Figura 12) pertenecen a las rutas de biosintesis de Omega 3 y Omega 6. Asi pues se estudio
qué ocurre con las enzimas implicadas en el metabolismo del acido linoleico en el higado.

En general, la metaboldmica, nos indicé que habia un aumento muy significativo en el
numero de PUFAs en Tg, tal y como vemos en la ruta del acido linoleico. Ademas, se planted
gue podria haber un incremento potencial en la actividad de ciertas enzimas:

- Enlaactividad general de las desaturasas

- Estearoil-CoA Desaturasa 1 (Scd 1)

- Fosfatidiletanolamina N-metiltranferasa (PEMT)
- Fosfolipasa A2 (Pla2)

Con estos indicios previos se decidié estudiar los niveles de expresion de algunas
elongasas y desaturasas hepaticas y de fosfolipasas relacionadas con COX-2 y el AA.

5.2.2. Elongasas

Las elongasas son las enzimas encargadas de la elongacion de acidos grasos, descrita
anteriormente. Tienen un papel fundamental en el primer paso de la elongacidn, la
condensacidn, aunque esto no se conocié hasta 1996 cuando se describieron estas enzimas
indispensables para la elongacién de acidos grasos de cadena larga (Toke y Martin, 1996). La
expresion de las elongasas varia durante las distintas etapas del desarrollo, asi como por la
dieta, hormonas o en patologias crdnicas (Jakobsson et al., 2006; Moon et al., 2001; Wang et

20



al., 2005). Cualquier cambio en su actividad repercutird notablemente en la composicion
lipidica celular.

Como ya se ha mencionado antes, 5 de los 7 tipos de elongasas estdn en higado:

- Elovl 1. Se encuentra en todos los tejidos murinos que se han analizado, por lo que se
considera como un gen de control endégeno (housekeeping) (Tvrdik et al., 2000).
Estudios en levaduras han demostrado el papel de Elovl 1 en la formacion de acidos
grasos de hasta 26 carbonos y su importancia en la formacién de lipidos de membrana,
como esfingolipidos (Oh et al., 1997).

- Elovl 2. Se encuentra en mayor abundancia en testiculos e higado y en menor en
cerebro, rifidn y tejido adiposo blanco (Tvrdick et al., 2000). Esta implicada en la
elongacion de acidos grasos poliinsaturados como el AA (20:4, n-6) y 4acido
eicosapentanoico(20:5, n-3) (Leonard et al., 2002).

- Elovl 3. Se encuentra en tejido adiposo marrdn, foliculos pilosos e higado. Se han
hecho estudios que revelaron un aumento de la expresién de este enzima en tejido
adiposo marrén bajo estimulos como el frio (Tvrdick et al., 1997), inyeccion de
noradrenalina y por una dieta rica en calorias. Tiene un papel fundamental en la
elongacion de acidos monoinsaturados de hasta 24 carbonos de longitud.

- Elovl 5. Estad altamente expresada en testiculos, glandulas suprarrenales e higado,
aunque también se encuentra expresado en menor medida en todos los tejidos que se
han ensayado (Leonard et al., 2000). Alguno estudios sugieren que tiene un papel muy
importante en el desarrollo del higado durante la etapa postnatal (estudios de
expresion génica en ratas) (Wang et al., 2005). Esta enzima elonga acidos grasos
poliinsaturados de 18 y 20 carbonos de longitud (Moon et al.,, 2001). Su
sobreexpresidon en hepatocitos de rata llevd a un aumento de la elongacion del AA
(20:4, n-6) en acido adrénico (22:4, n-6) y acido eicosapentanoico (20:5, n-3) en acido
docosapentanoico (22:5, n-3) (Wang et al., 2008). Por otro lado, estudios sobre
ratones transgénicos deficientes en Elovl 5 mostraron una reduccion de la actividad
elongasa en el acido y-linolénico y en el acido estearidénico entre un 88-90%, siendo
ambos acidos productos de la elongacién del acido linoleico y del acido a-linolénico,
respectivamente, que se mostraban por su parte aumentados con respecto a los
animales control. Ademas, se dio una disminucidn de los productos finales de las rutas
de sintesis de PUFAs n-3 y n-6, concretamente hubo una reduccion de los niveles de
AA en un 37% y del 4cido docosahexanoico en un 32% (Moon et al., 2008). Por todo
ello podemos establecer una supuesta relacién entre la actividad de esta elongasa y el
AA.

- Elovl 6. Se encuentra expresado altamente en higado de ratdn y tejido adiposo, pero
también en otros tejidos a un nivel menor. Desempefia un papel fundamental en la
elongacion de acidos grasos de cadena larga saturados y monoinsaturados tales como
el acido palmitico y el palmitoleico que son elongados a acido estearico y oleico
respectivamente (Moon et al., 2001). Ratones deficientes en Elovl 6 (Elovl 6 ), han
mostrado una disminucidon en la elongacion del acido palmitico y palmitoleico. Su
sobreexpresion, ademds de aumentar la elongacion para dar lugar al acido estearico y
el acido oleico, dirige la sintesis del acido palmitico (Inagaki et al., 2002).
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En general, la dieta afecta a la actividad de las elongasas 5y 6 y a su abundancia de
mMRNA en la célula. Por ejemplo, se ha visto que una dieta rica en productos que contienen
omega 3 aumenta la expresién de Elovl 5. (Wang et al., 2005).

Como hemos visto, ademas de diferir a nivel de expresidn y localizacidn, las elongasas se
diferencian en los acidos grasos que son capaces de elongar. Resumiendo, las elongasas 1, 3 y
6 alargan las cadenas de los acidos grasos monoinsaturados y las elongasas 2, 4 y 5 la de los
poliinsaturados (a excepcion del acido palmitoleico, monoinsaturado, que es elongado por
Elovl 5 (Wang et al.,2006).

Las elongasas que no se encuentran en higado son:

- Elovl 4. Se ha detectado en piel y retina. Mutaciones en su gen se asocian a pérdida de
visidn como consecuencia de una distrofia macular (Grayson y Molday, 2005).
Interviene en la sintesis de acidos grasos saturados de la piel de 28 y 30 carbonos y
poliinsaturados de la retina de 28 a 38 carbonos (Agbaga et al., 2008).

- Elovl 7. Ha sido caracterizada hace pocos afios, de modo que su estudio en higado no
se ha desarrollado por completo todavia, aunque parece indicar que podria estar en
todos los tejidos salvo el cardiaco y el muscular (Naganuma et al., 2011).

Su relacién con la actividad de las desaturasas es fundamental para la biosintesis de
acidos grasos mono y poliinsaturados. Por ejemplo Elovl 6 junto con A9-desaturasa generan
acidos grasos monoinsaturados de 18 carbonos como el 4cido oleico (Wang et al., 2006), pero
también Elovl 2 y Elovl 5 junto con A5 y A6 desaturasa son capaces de generar los productos
finales de las rutas omega 6 y 3, como el AA (Leonard et al., 2004). Ademas, en ratones, la
elongasa 5 y 6 y las Scd hepaticas estan inducidas por la activacion de PPARa (del inglés
peroxisome proliferator-activates receptor a) y una deficiencia en leptina (Wang et al., 2006).
Lo que remarca aun mas la relacion existente entre elongasas y desaturasa.

Las elongasas que se han comprobado en este trabajo son Elovl 5y Elovl 6.

Elovl 5

Figura 13. Representacion de diagrama Box and
Whisker de los niveles de expresion de Elovl 5 en

wild Type | : l animales Wt y Tg. Presenta un nivel de significacién
de 0,877829 > 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la t de Student y de 0.958603 > 0.05 a un nivel
de confianza del 95% para la W de Mann-Whitney.
Transgénicos '— ! —| Datos analizados utilizando el método 244",
Fuente: elaboracion propia en Statgraphics

0,5 08 11 1.4 17 2 Centurion XVII.

Para una mayor fiabilidad de los resultados también se utiliza el programa libre G*Power
3.1 para indicar qué tamafio muestral seria necesario para que esa diferencia sea significativa.
Utilizando el test estadistico W de Mann-Whitney, en este caso haria falta tener un tamao
muestral de 7167 muestras Wty 7167 muestras Tg para conseguir un nivel de confianza del
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95,00%. Al necesitar tantas muestras para obtener una diferencia significativa, queda
confirmado que no existe variacion en la expresion entre Wt y Tg para este gen.

Elovl 5
Figura 14. Representacion de diagrama Box and
Whisker de los niveles de expresion de Elovl 5 en
células NCL-V y NCL-COX2. Presenta un nivel de
NCL-v * ° significacion de 0,00000303717 < 0.05 a un nivel de
confianza del 95% para la t de Student y de
0.000124199 < 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la W de Mann-Whitney.* p-valor< 0.05, con
NCL-COX2 '- u 4| w respecto de NCL-V, con la t de Student suponiendo
varianzas desiguales. Datos analizados utilizando el

. -AACt s .
. . . . . método 244", Fuente: elaboracién propia en

En células se pudo comprobar que existia una diferencia significativa, verificAndose con
los estadisticos t de Student y W de Mann-Whitney. Disponiendo de un nimero de muestras
de 10 NCL-V y 11 NCL-COX2, se pasé a comprobar con el G*Power si se disponia de un tamafio
muestral adecuado. Efectivamente, el tamano era suficiente para corroborar que la diferencia
era significativa (el nUmero de muestras por parte del programa eran de 5 NCL-V y 5 NCL-COX2
y un nivel de confianza de 97,08%).

Al no coincidir con los resultados del tejido, se decidié analizar otro clon de células
distinto, NCL-COX2 C3. A priori, los resultados entre ambos clones de NCL-COX2 no diferian
demasiado. Ambos clones mostraban una sobreexpresion significativa con respecto a NCL-V,
comprobada gracias a la realizaciéon de un test ANOVA (como se observa en la Figura 1 del
ANEXO). Sin embargo el nimero de muestras de NCL-COX2 C3 no eran suficientes como para
considerar esa significacion. Se observa como la sobreexpresion en el clon C3 es menor que en
el clon C1, por lo que cabria pensar que un aumento en el tamafio muestral podria llegar a dar
unos valores de expresion no significativos con respecto a las células control. Ademas los
valores de sobreexpresion (aproximadamente el doble con respecto a NCL-V) se alejan mucho
de lo que ocurre en el tejido por lo que este modelo celular no es representativo de lo que
ocurre en el organismo (en este caso en los higados de ratones).

Elovl 6

Figura 15. Representacion de diagrama Box and

Whisker de los niveles de expresion de Elovl 6 en
wild Type H . — animales Wty Tg. Presenta un nivel de significacion
de 0,299942 > 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la t de Student y de 0.533827 > 0.05 a un nivel
de confianza del 95% para la W de Mann-Whitney.
Transgénicos M= — Datos analizados utilizando el método 24" Fuente:
elaboracion propia en Statgraphics Centurion XVII.

Para una mayor fiabilidad de los resultados también se utiliza el programa libre G*Power
3.1 para indicar qué tamaiio muestral seria necesario para que esa diferencia sea significativa.
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Utilizando el test estadistico W de Mann-Whitney, en este caso haria falta tener un tamano
muestral de 185 muestras Wt y 185 muestras Tg para conseguir un nivel de confianza del
95,09%. Al necesitar tantas muestras para obtener una diferencia significativa, queda
confirmado que no existe variacién en la expresion entre Wt y Tg para este gen.

En células se pudo comprobar que existia una diferencia significativa, verificAndose con
los estadisticos t de Student y W de Mann-Whitney. Disponiendo de un nimero de muestras
de 10 NCL-V y 11 NCL-COX2, se pasé a comprobar con el G*Power si se disponia de un tamanio
muestral adecuado. Efectivamente, el tamafio era suficiente para corroborar que la diferencia
era significativa (el nimero de muestras por parte del programa eran de 9 NCL-V y 9 NCL-
COX2).

Al no coincidir con los resultado del tejido, se decidid analizar otro clon de células
distinto, NCL-COX2 C3. A priori, los resultados entre ambos clones de NCL-COX2 diferian
mucho, dando las NCL-COX2 C1 una expresion por debajo de NCL-V y las NCL-COX2 C3 superior
a los valores de NCL-V (como se observa en la Figura 2 del ANEXO). Estas diferencias entre los
distintos clones pueden ser debidas a la localizacién del transgén a la hora de realizar el
transgénico, ya que pudo haberse translocado y modificar algiin gen que no tenga relacién con
COX-2, dando asi una informacidn errénea.

5.2.3. Desaturasas

Las estearoil-CoA Desaturasa (Scd) son enzimas localizadas en el reticulo
endoplasmatico que catalizan la sintesis de 4cidos grasos mono y poliinsaturados de forma
endogena (Jacobson et al., 1974). Pertenecen a la familia de las oxidorreductasas que utilizan
el 0, como oxidante y lo incorporacion o reducen (Behrouzian y Buist, 2002). Utilizan como
cofactor un compuesto con hierro, como la ferredoxina.

De las dos isoformas que se estudian en este trabajo, Scd 1 y Scd 2, se conoce que Scd 1
se encuentra principalmente en el tejido adiposo blanco y marrdn y en higado, ademds de en
las glandulas productoras de lipidos como las glandulas Meibomio y preputial (Miyazaki et al.,
2001) y Scd 2 estd altamente expresada en higado y se ha detectado en cerebro. Ambas son
dos formas distintas de las 4 A9-desaturasas que hay en ratén, es decir, que introducen la
insaturacién en el carbono 9.

Estudios recientes de Scd 1 han demostrado su importancia en el desarrollo de
resistencia a la insulina hepatica inducida por la dieta (Gutiérrez-Juarez et al., 2006).

Se sabe que entre los pasos bioquimicos asociados a la mejora de la sensibilidad a la
insulina se encuentra la disminucion de expresion de esta enzima (Hammond et al., 2005). Por
otra parte, diversos estudios han demostrado la importancia de Scd 2 en la sintesis de lipidos
en el desarrollo temprano y su necesidad para la supervivencia (Miyazaki et al., 2005).Estos
resultados indican que la expresidén de Scd 1 es importante en ratones adultos y la de Scd 2 es
crucial en la sintesis de acidos grasos monoinsaturados requeridos para mantener la funcion
de barrera de permeabilidad epidérmica normal y la biosintesis de los lipidos de la piel durante
el desarrollo temprano y el higado.
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Segun los resultados obtenidos de la qPCR, tanto para células como para tejido, no se
observan diferencias significativas entre las muestras para los genes Scd 1y Scd 2 (las Figuras
16 y 17 representan las diferencias entre tejidos Wt y Tg. Los diagramas correspondientes a las
diferencias entre células se encuentras descritas en el ANEXO, Figura 3 y Figura 4).

Scd 1

T T T T T T Figura 16. Representacion de diagrama Box and

Whisker de los niveles de expresion de Scd 1 en

wild Type ’7 . —| animales Wty Tg. Presenta un nivel de significacion
de 0,0399847 < 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la t de Student y de 0.056392 > 0.05 a un nivel

de confianza del 95% para la W de Mann-Whitney.
Transgénico '— e —| Datos analizados utilizando el método 274",
Fuente: elaboracion propia en Statgraphics
. . . . . . Centurion XVII.
0 04 08 1,2 1,6 2

Dadas las diferencias de significacidn entre los dos pardmetros estadisticos realizados, es
imprescindible la utilizacion del programa libre G*Power 3.1 para indicar qué tamafo muestral
seria necesario para que esa diferencia sea significativa y asi llegar a una conclusién. Utilizando
el test estadistico W de Mann-Whitney, en este caso haria falta tener un tamafio muestral de
46 muestras Wt y 46 muestras Tg para conseguir un nivel de confianza del 95,39%. Al necesitar
tantas muestras para obtener una diferencia significativa, queda confirmado que no existe
variacion en la expresion entre Wt y Tg para este gen.

Scd 2

Figura 17. Representacion de diagrama Box and
wild Type ’_ N Whisker de los niveles de expresion de Scd 2 en
animales Wty Tg. Presenta un nivel de significacion
de 0,594639 > 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la t de Student y de 0.803458 > 0.05 a un nivel

) o Iy
Transgénico '_ . de confianza del 95% para la W de MarL:rA Cl/:/hltney.

Datos analizados utilizando el método 2 . Fuente:

elaboracion propia en Statgraphics Centurion XVII.

Para una mayor fiabilidad de los resultados también se utiliza el programa libre G*Power
3.1 para indicar que tamaifio muestral seria necesario para que esa diferencia sea significativa.
Utilizando el test estadistico W de Mann-Whitney, en este caso haria falta tener un tamao
muestral de 706 muestras Wt y 706 muestras Tg para conseguir un nivel de confianza del
95,01%. Al necesitar tantas muestras para obtener una diferencia significativa, queda
confirmado que no existe variacién en la expresion entre Wt y Tg para este gen.

Ademas de estudiar Scd 1y Scd 2, en este trabajo se estudié una de las dos isoformas
de las desaturasas de acidos grasos, Fads 2.
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Fads 2 pertenece a la familia de las desaturasas de acidos grasos. Catalizan la reaccidn
de desaturacidn de acidos grasos a través de la introduccién de dobles enlaces de la cadena
hidrocarbonada. Son consideradas como productos de la fusién de un dominio tipo citocromo
b5 (en N-terminal) y una porcion de desaturasa de membrana (en C-terminal) (Marquard et al.,
2000). Se llaman también A6-desaturasa de acidos grasos porque introduce la insaturacion en
el carbono 6 de la cadena.

Fads 2

Figura 18. Representacion de diagrama Box and

Whisker de los niveles de expresion de Fads 2 en
witd Type | f—— : i animales Wt y Tg. Presenta un nivel de significacién
de 0,00640879 < 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la t de Student y de 0.0147158 < 0.05 a un nivel
de confianza del 95% para la W de Mann-Whitney.
Datos analizados utilizando el método 244", Fuente:

Transgénico '7 + —|

elaboracicén propia en Statgraphics Centurion XVII.

0,72 0,92 1,12 1,32 1,52 1,72

En este caso, los estadisticos t y W tienen ambos un p-valor < 0.05, lo que nos indicaria
gué existe diferencia significativa entre las muestras. Sin embargo, como podemos observar en
el diagrama, no se detecta una separacién clara de las cajas. Ademas realizando la prueba t-
test para muestras con varianzas desiguales en el Excel, el resultado es que no hay diferencias
significativas. Como en los demas casos, se utilizé el programa G*Power para determinar qué
tamafio muestral seria necesario para obtener significacidn, concluyendo que con 21 muestras
de Wty 21 de Tg, podriamos aceptar la significacion.

Por tanto, en este caso, se deduce que no existe una diferencia evidente entre las
muestras debido al tamafio muestral. En este caso, si que seria interesante aumentar el
numero de muestras y asi poder obtener un resultado positivo para esta diferencia.

Fads 2

Figura 19. Representacion de diagrama Box and

Whisker de los niveles de expresion de Fads 2 en
NCL-V |— . —| células NCL-V y NCL-COX2. Presenta un nivel de
significacion de 0.728391 > 0.05 a un nivel de
confianza del 95% para la t de Student y de 0.80532 >
0.05 a un nivel de confianza del 95% para la W de

NCL-COX2 |_ o _| Mann-Whitney. Datos analizados utilizando el método
Z-AAC t

. Fuente: elaboracion propia en Statgraphics

0,5 0,8 1,1 1,4 1,7 2

Sin embargo, al analizar este gen en células, no se vieron diferencias significativas.
Ademads, G*Power nos indicé un nimero de muestra de 1116 muestras de NCL-V y 1116 de
NCL-COX2, quedando confirmada la no diferencia existente.
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5.2.4. Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas del tipo hidrolasa-lipasa que juegan un rol importante en
una variedad de procesos celulares, incluyendo la digestidon y metabolismo de fosfolipidos, asi
como la produccion de precursores para reacciones inflamatorias. Son responsables de la
movilizacién de los PUFAs liberados por la hidrdlisis sn-2 del enlace éster de los fosfolipidos,
incluyendo al AA.

En este trabajo se estudid la expresién de dos fosfolipasas, la fosfolipasa A2 gl6
(Pla2g16) y la fosfolipasa D 1 (PId 1).

Pla2gl6

Las Pla2 se clasifican segun su funcionalidad y localizacion en: citosélicas de alto peso
molecular y secretoras de bajo peso molecular. A su vez también se pueden clasificar segun su
dependencia al calcio. De esta manera existen 16 grupos de Pla2 (del | al XVI, siguiendo la
nomenclatura de la International Union of Biochemistry and Molecular Biology y la IUPAC). La
asignacion a los distintos grupos depende de los mecanismos cataliticos que utilicen siendo su
actividad determinada por tres dianas aminoacidicas distintas: histidina/aspartato,
serina/aspartato y serina/histidina/aspartato. A nivel general, estos grupos pueden asociarse
en 5 grupos principales: enzimas secretoras (sPLA2), enzimas citosdlicas (cPLA2), enzimas
calcio-independientes (iPLA2), enzimas degradantes de los mediadores autocoides conocidos
como factores activadores plaquetarios (PLA2-PAF-AH) y enzimas lisosomales calcio-
independiente (L-PLA2) (Alfonso y Garcia, 2009).

La Pla2gl6 es dependiente de calcio y del pH. Su funcién principal es catalizar la
hidrélisis preferencial de fosfatidilcolinas en la posicién sn-2 para la generacién de acidos
grasos libres. Ademas regula la lipdlisis de los adipocitos y la liberaciéon de acidos grasos a
través de una via acoplada a proteina G que implica prostaglandinas en tejido adiposo blanco.
Asi pues en este tejido cataliza el paso limitante de la produccidn de AA, para la produccion de
prostaglandinas, especialmente PGE, (Fajas et al., 2003).También se sabe que desempefia un
papel crucial en el desarrollo de la obesidad en modelos de ratén (Jaworski et al., 2009). Es
importante destacar que contiene un dominio que atraviesa la membrana en el extremo C-
terminal, que se localiza intracelularmente muy préoximo de COX-1 (Duncan et al., 2008).

Segun los resultados obtenidos de la qPCR, tanto para células como para tejido, no se
observan diferencias significativas entre las muestras del gen Pla2g16 (la Figura 20 representa
las diferencias entre tejidos Wt y Tg. Los diagramas correspondientes a las diferencias entre
células se encuentran descritas en el ANEXO, Figura 5).
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Pla2g16

Figura 20. Representacion de diagrama Box and
Wild Type _| Whisker de los niveles de expresion de Pla2g16 en
animales Wt y Tg. Presenta un nivel de significacion
de 0,0685521 > 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la t de Student y de 0,0970907 > 0.05 a un nivel
Transgénico '_ N _| . de confianza del 95% para la W de Mann-Whitney.

Datos analizados utilizando el método 2", Fuente:

elaboracion propia en Statgraphics Centurion XVII.

Para una mayor fiabilidad de los resultados también se utiliza el programa libre G*Power
3.1 para indicar qué tamafo muestral seria necesario para que esa diferencia sea significativa.
Utilizando el test estadistico W de Mann-Whitney, en este caso haria falta tener un tamao
muestral de 69 muestras Wt y 69 muestras Tg para conseguir un nivel de confianza del 95,16%.
Al necesitar tantas muestras para obtener una diferencia significativa, queda confirmado que
no existe variacién en la expresion entre Wty Tg para este gen.

Pld 1

Las fosfolipasas D son enzimas que hidrolizan el lipido fosfatidilcolina dando lugar a
acido fosfatidico y colina. Se encuentran en la membrana plasmatica. En humanos hay dos
isoformas, Pld 1 y PId 2. Se relacionan con vias de transduccién de sefiales ya que interactlan
con proteinas kinasas de las cuales, algunas pertenecen a la ruta MAP kinasa (Paruch et al.,,
2006). El 4cido fosfatidico liberado se hidroliza rapidamente por parte de la acido fosfatidico
fosfohidrolasa dando lugar al diacilglicerol, a partir del cual se puede sintetizar AA (Presscott y
Majerus, 1983).

Segun los resultados obtenidos de la qPCR, tanto para células como para tejido, no se
observan diferencias significativas entre las muestras del gen Pld 1 (la Figura 21 representa las
diferencias entre tejidos Wt y Tg. Los diagramas correspondientes a las diferencias entre
células se encuentras descritas en el ANEXO, Figura 6).

Pld 1

Figura 21. Representacion de diagrama Box and
Wild Type }_ X _| . Whisker de los niveles de expresion de Pld 1 en
animales Wty Tg. Presenta un nivel de significacion
de 0,0891967 > 0.05 a un nivel de confianza del 95%
para la t de Student y de 0,056392 > 0.05 a un nivel
Transgénico '_ N _| . de confianza del 95% para la W de Mann-Whitney.

AACt

Datos analizados utilizando el método 2" ". Fuente:

elaboracion propia en Statgraphics Centurion XVII.

0,7 11 15 19 2,3 2,7 31

Para una mayor fiabilidad de los resultados también se utiliza el programa libre G*Power
3.1 para indicar qué tamafio muestral seria necesario para que esa diferencia sea significativa.
Utilizando el test estadistico W de Mann-Whitney, en este caso haria falta tener un tamaio
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muestral de 67 muestras Wt y 67 muestras Tg para conseguir un nivel de confianza del 95,04%.
Al necesitar tantas muestras para obtener una diferencia significativa, queda confirmado que
no existe variacion en la expresion entre Wt y Tg para este gen.

5.2.5. Andlisis de células tratadas con DFU

Para corroborar si realmente las diferencias de expresién que se observaron en células
se deben o no a COX-2, se trataron con un inhibidor selectivo de COX-2, el DFU. En concreto se
analizaron si estas diferencias de expresién en los genes Elovl 5 y Elovl 6 variaron, ya que
fueron los Unicos genes en células que marcaban diferencias significativas.

El experimento dio como resultado que COX-2 no afectaba a los niveles de expresion de
estos genes, observandose los mismos niveles de expresién en células tratadas y sin tratar
como se ve en la Figura 22:

Diferencias de expresion entre NCL-V y NCL-COX2
tratadas con DFU y sin tratar

3,5

25

B NCL-V

15 B NCL-COX2 DMSO

Fold Change

NCL-COX2 DFU

0,5

Elovl 5 Elovl 6

Figura 22. Diferencias de expresion entre NCL- V y NCL-COX2 tratadas y
sin tratar con DFU. * representa un p-valor < 0.05 con respecto a NCL-V y
** representa un p-valor < 0.01 con respecto a NCL-V utilizando el
estadistico t de Student. Datos analizados utilizando el método 244",

Por tanto se puede deducir que las diferencias de expresion no se deben a COX-2 y ello
puede ser el motivo de la discrepancia que se presenta entre el modelo animal y el modelo

celular.
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5.3. COMPARACION DEL ANALISIS DE DATOS DE qPCR: 2-*ct VS
PROGRAMA LinRegPCR

5.3.1. Como calcula cada método el “dato cuantitativo” (Ct o No segin sea 2-
Act o LinRegPCR respectivamente) para analizar las diferencias entre
las muestras.

El 2" hos va a devolver los valores de Ct de cada gen para que sean analizados,
asumiendo que la eficiencia maxima de las PCR es siempre 2 (el 100% de amplificacién). Este
Ct viene determinado por la linea base, siendo la misma para todos los genes, que establece el
programa que viene con el termociclador (Applied Biosystems). De este modo, con los Ct
conseguimos una aproximacién a la realidad en las condiciones ideales de PCR. Por tanto la
fiabilidad de este método depende de que las variaciones en la condiciones de la PCR sean

minimas, por ejemplo, si los componentes de la PCR no estuvieran en las condiciones dptimas
para su utilizacién.

Los datos de entrada que va a utilizar el programa LinRegPCR son los datos brutos de la
amplificacidn, sin la linea base corregida, que nos devuelve el termociclador. El programa nos
dard los valores de Ny, como “dato” para calcular las diferencias entre muestras. Este valor es la
cantidad inicial de cDNA de cada gen (calculada a partir de la ecuacion anteriormente descrita
en “MATERIALES Y METODOS”), que tiene en cuenta, ademas del Cq, la eficiencia de cada
amplicon. Asi pues, el programa calcula la eficiencia de PCR de cada amplicén por separado asi
como su linea base corregida. Por tanto los métodos que describe Ruijter et al (2009), tiene en
cuenta variables de la PCR que el anterior método no tiene, por lo que es una aproximacion
mas fiable a la realidad. Sin embargo, al programa, previamente al calculo que debe realizar,
hay que indicarle una serie de parametros, como el tipo de sonda utilizada, el material
genético que se amplifica y el formato de entrada de los datos, ya que dispone de varios
métodos de calculo segln se trate de unos parametros u otros.

5.3.2. Diferencias en el analisis de los datos

Una vez se tiene clara la forma de cdlculo de un método y otro, se puede comprobar qué
diferencias existen en cuanto al analisis de expresion de los genes en las muestras analizadas.

En general, en todos los experimentos realizados, una vez los datos son analizados, se
observa cdmo la desviacion estandar de los genes disminuye con la utilizacién del LinRegPCR

-AACt

con respecto al método de 2. Este hecho influye a la hora de realizar los analisis

estadisticos correspondientes (t-test y W-Mann and Whitney) ya que se nos presentan genes

. . . -AAI
diferencialmente expresados que con el método 2

no aparecian o el nivel de significacién
aumenta. Con esta disminucion de la desviacion estandar, también se observa cémo las
diferencias entre las muestras del mismo gen son mds aparentes o por el contrario, genes que
a simple vista presentan dudas y su analisis estadistico estd en el limite de la significacidn, o los
separa o los acerca del nivel de la muestra control, disipando estas dudas. Esto puede
observarse en la Figura 23 donde se ve la disminucién de la desviacion estandar en todas las

muestras con el LinReg PCR.

30



Diferencia de expresion de COX-1

1,8 *
T
16 fr*
c 14 EE ]
e
812 B NCL-V(DMSO y EtOH)
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Figura 23. Representacion de los niveles de expresion de COX-1 en las diferentes muestras de células NCL-V y
NCL-COX2 tratadas o no con DFU. Se observa una diferencia significativa en los niveles de expresion de COX-1 en
la muestra NCL-COX2 DMSO con respecto al control NCL-V, con el método 2744 mientras que con LinReg PCR
vemos diferencias significativas también con la muestra NCL-COX2 DFU. Siendo * p<0.05 y ** p<0.01, con
respecto de NCL-V(DMSO y EtOH), utilizando la t de Student como estadistico.

Al igual que se obtiene una desviacion estandar menor con LinReg PCR, también se
observa cémo las diferencias de expresidon en distintos genes disminuye con respecto al
método 2. Sin embargo, esto no afecta a que las diferencias de expresién entre las

muestras sigan siendo significativas.

En la Figura 24 se observa dicha disminucién en la diferencia de expresién de Elov/ 5.

Con el método 2744

se obtiene un aumento en la expresion de un 102.90%, mientras que con
LinReg PCR, el aumento de la expresiéon es de un 66.17%, siendo ambos aumentos

significativos.

Diferencia de expresion de Elovl 5

25

15 uNCL-V

B NCL-COX2

[

Ratio de cuantificacion

0,5

2-DDCt LinReg PCR

Figura 24. Representacion de los niveles de expresidn de Elovl 5 en las diferentes muestras de células NCL-V y
NCL-COX2. Se observa como con ambos métodos existe una diferencia significativa con un p-valor < 0.05 con
respecto de NCL-V, representado con *, utilizando como estadistico la t de Student.
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6. CONCLUSIONES

Como hemos ido viendo a lo largo del trabajo, la labor de analizar lo que sucede con un
gen o proteina en un tejido o en un organismo, comprende un compendio de pruebas vy
ensayos complementarios que le den validez a los resultados. En nuestro caso, queremos
estudiar qué fendmenos provoca la existencia de COX-2 en higado para poder aplicar dichos
conocimientos en condiciones patoldgicas del higado y asi poder plantear estudios mas
especificos.

Disciplinas emergentes de la biologia molecular como la gendmica, la metabolémica, la
protedmica, etc. (dmicas, en general), asi como las técnicas que han sido desarrolladas para
estudiar estas disciplinas, dan al investigador informaciéon que permite dirigir el trabajo
experimental con mayor precisién hacia unos resultados concretos. Aun con todos estos
avances, es necesario ir validando los datos obtenidos de estas plataformas masivas puesto
que a pesar de dar mucha informacién, no toda es valida debido a los falsos positivos.

Para validar los datos y evitar resultados erréneos, comunmente se utiliza la gPCR como
técnica de validacién, ya que puede comprobar entre un 85-90% de los resultados del array
siempre y cuando tengan una expresion moderada (Wang et al., 2006). Los resultados
obtenidos en este trabajo han sido capaces de descartar genes relacionados, aparentemente
con COX-2, ya que no han habido diferencias significativas entre Tg y Wt. Sin embargo el
estudio del gen Fads 2, nos ha permitido ver que seria necesario un analisis mas exhaustivo
para corroborar si realmente sus diferencias de expresién son significativas y si se deben a
COX-2.

Con todo ello cabe resaltar la ayuda complementaria y totalmente necesaria de
programas estadisticos que nos acerquen a un nivel de confianza que nos permita tomar
decisiones. Programas como Statgraphics o SPSS, son programas estadisticos que se suelen
utilizar para este tipo de validacién de datos.

La experimentacién animal en investigaciones biomédicas es la aproximacion mas real al
estudio de una condicidn o patologia. La legislacién regula todos los aspectos a tener en
cuenta sobre los ensayos realizados con animales. De este modo, todo experimentador debe
conocer la regla de “Las 3 Rs”: Refinamiento, Reduccién y Reemplazo (Russell y Burch, 1959).

En aras del bienestar animal, los cultivos celulares suponen el Reemplazo de animales
para un experimento. Estos cultivos deben de ser lineas celulares bien caracterizadas y que nos
otorguen una aproximacion lo mas cercana posible a lo que ocurre en un tejido. En nuestros
experimentos hemos utilizado la linea celular NCL para comprobar que se obtenian los mismos
resultados que en tejido. Realmente esto se pudo comprobar en genes como Scd 1, Scd 2,
Pla2g16'y Pld 1. En los genes Elovl 5, Elovl 6 y Fads 2, vimos resultados que se contradecian. Sin
embargo esto no quiere decir que la linea utilizada no sirva como modelo celular para estos
experimentos, ya que como hemos visto es posible que las diferencias vengan dadas por el
clon utilizado. Actualmente existen programas como el G*Power, que nos indica una
aproximacion al nimero de muestras necesarias para validar un experimento, en nuestro caso
para validar las diferencias de expresidn de los genes. En casos en los que no hay mas remedio
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que utilizar tejido animal para la validacién de datos, supone una gran ayuda la determinacion
del tamafio muestral de animales a sacrificar. En el gen Fads 2, hemos obtenido que el tamafio
muestral, con el que hemos realizado los experimentos, no era el suficiente para obtener una
diferencia significativa. Sin embargo, el programa nos ha mostrado, qué aumentando el
numero de muestras (de 15 a 21), podriamos tener un resultado favorable en la diferencia de
expresion con el nivel de confianza que nosotros queramos considerar.

Ademas de la validacidn de genes, en este trabajo se pretende hacer una comparacion
entre dos métodos de analizar datos de gqPCR. Tras trabajar con ambos y ver algunas de las
diferencias que mostraban los distintos tratamientos de datos, vemos que los dos métodos son
validos para el andlisis de los datos. Personalmente me decanto por la utilizacidn del programa
LinRegPCR, ya que una vez volcados los datos de la qPCR, el tratamiento posterior es mas
exacto y se comete menos error. Si bien los ratios de cuantificacién tienen sus propias
ecuaciones que tienen en cuenta que las eficiencias de las gPCR no son del 100%, no se utilizan
debido a la complejidad de las mismas y la necesidad de tener que manejar muchos datos para

AACt

obtener un resultado. Por ello se utiliza el método 2" que no tiene en cuenta la eficiencia de

la gPCR. Asi pues, resulta mds cémodo el LinRegPCR que si tiene en cuenta las eficiencias y no
necesita de tantos datos para su manejo. Las diferencias que hemos visto a la hora de analizar
la expresion de los genes, quedan mas remarcadas con el programa LinRegPCR.
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