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RESUMEN
Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) representan un trastorno crénico complejo,
poligénico y de etiologia desconocida. Se cree que podrian ser resultado de una respuesta
desregulada del sistema inmune a la microbiota comensal. Con el fin de estudiar la
comunicacion inter-reino entre las células de nuestro organismo y de nuestro microbioma,
nos propusimos aislar vesiculas extracelulares (EVs), decodificar los mensajes que
transportan e intentar encontrar en dichos mensajes biomarcadores que nos permitan
establecer un seguimiento y pronostico de la enfermedad. A tal fin, se aislaron EVs de dos
matrices: Fraccion Acelular de Materia Fecal (FAMF) y la Fraccion Acelular de Sangre
Periférica (FASP). Se probaron dos tipos de aislamientos, uno con kit comercial Total
Exosome Isolation Kit (from serum) de Invitrogen y el otro con una secuencia de
ultracentrifugacion (UC) en colchén de sacarosa y filtrado. Se compararon las eficiencias de
los distintos aislamientos por DLS, TEM vy calidad/cantidad de RNA obtenido. Ademas se
probaron distintas estrategias de extraccion de RNA para aumentar el rendimiento y mejorar
la calidad del mismo. La integridad del RNA se evalu6 a través del equipo Fragment
Analyzer, en el INTA Castelar. Comparando la calidad y cantidad de RNA obtenido de los
aislamientos con kit y con UC no se observaron diferencias entre ambos métodos. El
volumen de muestra inicial resulté no alterar la cantidad de RNA final obtenida. Se logro
optimizar el aislamiento por UC de manera tal de llegar a obtener EVs en la FAMF de
tamafios de alrededor de 400 nm, y en la FASP de 200 nm. Los mencionados resultados
sientan una base experimental a partir de la cual continuar con los aislamientos individuales
de las muestras de pacientes para el screening y posterior validacion de biomarcadores

moleculares asociados a EVs en poblacion de pacientes con EIL.

PALABRAS CLAVE
ENFERMEDADES-INFLAMATORIAS-INTESTINALES,
BIOMARCADORES-MOLECULARES, VESICULAS-EXTRACELULARES
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ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) represent a chronic, polygenic and complex disorder of
unknown etiology. It is believed that they could be the result of a deregulated response of
the immune system to commensal microbiota. To study cross-kingdom communication
between the cells of our body and our microbiome, we set out to isolate extracellular
vesicles (EVs), decode the messages they carry, and try to find biomarkers in these messages
that allow us to establish monitoring and prognosis. of the illness. For this, EVs were
isolated from two matrices: the Acellular Fraction of Fecal Matter (FAMF) and the Acellular
Fraction of Peripheral Blood (FASP). Two types of isolates were tested, one with a
commercial total exosome isolation kit (from serum) from Invitrogen and the other with an
ultracentrifugation (UC) sequence on a sucrose cushion and filtration. The efficiencies of the
different isolations were compared by DLS, TEM and quality/quantity of RNA obtained.
Additionally, different RNA extraction strategies were tested to increase yield and improve
quality. The integrity of the RNA was evaluated through the Fragment Analyzer equipment
at INTA Castelar. Comparing the quality and quantity of RNA obtained from the isolates
with the kit and with UC, no differences were observed between both methods. The initial
sample volume did not alter the amount of final RNA obtained. It was possible to optimize
the isolation by UC in such a way that EVs were obtained in the FAMF of sizes around 400
nm and in the FASP of 200 nm. The aforementioned results establish an experimental basis
from which to continue with individual isolations from patient samples for the screening and
subsequent validation of molecular biomarkers associated with VE in the population of IBD

patients.

KEY WORDS
INFLAMMATORY-BOWEL-DISEASES, MOLECULAR-BIOMARKERS,
EXTRACELLULAR-VESICLES
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VI. INTRODUCCION
Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) representan un trastorno crénico complejo,
poligénico y de etiologia desconocida, que comprende dos tipos principales: la enfermedad de
Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU) (Dotan et al. 2006). Se cree que la EII podria ser resultado de
una respuesta desregulada del sistema inmune a la microbiota comensal en un huésped
genéticamente susceptible, siendo en muchos casos una entidad subdiagnosticada. La misma puede
identificarse luego de meses o afos después de la primera aparicion de los sintomas, requiriendo de
gran cantidad de informacion clinica, serologica, radiologicas, endoscopica y pruebas histologicas
para definir su prondstico y tratamiento(Dotan et al. 2006; Iskandar and Ciorba 2012).
El intestino alberga un sofisticado ecosistema de comunidades microbianas (microbioma),
ejerciendo funciones metabolicas vitales que contribuyen a la recuperacion de nutrientes y energia
de sustratos no digeribles. Asimismo, la colonizacién microbiana es esencial para el desarrollo
normal del sistema inmune, regulando la homeostasis entre carga antigénica ambiental y respuesta
inmune. Cambios en el microbioma puede dar lugar a patologias de desregulacién inmunitaria,
incluyendo las enfermedades inflamatorias cronicas del intestino (Dickson 2017; de Souza and
Fiocchi 2016). A pesar del reconocido impacto del ambiente en el microbioma (Jostins et al. 2012)
resulta importante destacar que la mayor parte de los trabajos publicados al momento se han
realizado en poblaciones europeas y norteamericanas que difieren tanto en el background genético
como en diversos factores ambientales con nuestra poblacion. Sin embargo, es muy poco lo que se
conoce sobre el microbioma de pueblos sudamericanos (Clemente et al. 2015). En particular nuestro
grupo de Genomica Computacional (http://gec.unlu.edu.ar/) es pionero en el estudio de
microbiomas tanto en la poblacion general de Buenos Aires como en diversas patologias complejas
con componente inflamatorio, como ser las EII (Rosso et al. 2022)(Aguilera et al. 2022)(Mazzini et
al. 2021)(Dei-Cas et al. 2020)(Belforte et al. 2019). Existe un consenso en diversas patologias
complejas, que la comunicacion intercelular entre el sistema inmune-6rganos-microbioma juega un
papel importante durante la cascada de eventos que conducen al fenotipo patoldgico. Es por ello
que resultara de sumo interés realizar estudios meta-transcriptomicos, que permitan profundizar en
la distribucién poblacional a nivel especie y sus funciones metabolicas asociadas en nuestros
pacientes con CU.
Por otro lado, existe un consenso en diversas patologias complejas, que la comunicacion
intercelular entre el sistema inmune-O0rganos-microbioma juega un papel importante durante la
cascada de eventos que conducen al fenotipo patoldgico. Cada afio son mas los trabajos que

sugieren que microvesiculas extracelulares (MVs) circulantes de tamafio nanométrico, incluidos los
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exosomas, desempefian un papel fundamental en dicha comunicacion especialmente en procesos
inflamatorios y malignos(Whittle et al. 2018). Los exosomas son pequefias vesiculas de origen
exocitico secretadas por la mayoria de los tipos de células, que contienen carga especifica de
proteinas, asi como distintas especies de acidos nucleicos, como mRNAs y microRNAs (miRNAs),
que pueden modular comportamientos en células receptoras, pudiendo utilizarse como
biomarcadores para el diagnostico de enfermedades humanas(Pant, Hilton, and Burczynski 2012).
En particular, los miRNAs desempefian un papel crucial en los fenomenos mediados por exosomas,
siendo capaces de modular la expresion génica a distancia(Gambim et al. 2007). En consecuencia,
la distribucion de miRNAs a través de exosomas circulantes podria representar un mecanismo clave
de senalizacion de largo alcance durante procesos inflamatorios clinicos y subclinicos, ofreciendo
oportunidades prometedoras para evaluar biomarcadores en forma minimamente invasiva. Sin
embargo, existen numerosos estudios que revelan la expresion diferencial de miRNAs asociados en
EII tanto en muestras séricas, como en materia fecal y biopsia entérica (Ji et al. 2018; Lewis et al.
2017; Béres et al. 2016), pero poco se discute cudl es la muestra que mejor refleja estadios clinicos
y preclinicos, o bien asociados a distintos tratamientos durante la evolucion clinica de la patologia,
asi como tampoco la presencia de otros ARNs no codificantes que podrian estar involucrados en el
mecanismo de comunicacion a distancia. En un estudio racional de pacientes con sepsis, se
buscaron por RNA-Seq y PCR cuantitativa (qPCR) diferencias en los perfiles de miRNAs en suero,
exosomas séricos y células sanguineas. Mientras que los exosomas y el suero comparten un nimero
significativo de miRNAs, hubo muy poco solapamiento entre los perfiles de miRNAs de muestras
celulares y extracelulares (suero y exosomas) (Reithmair et al. 2017). Esto indica la necesidad de un
analisis cuidadoso de ambos compartimentos sanguineos tanto para la busqueda de biomarcadores
como para la comprension de mecanismos de comunicacion a distancia.

Asi mismo, se identificaron recientemente ARN circulares (circRNAs) como una familia de ARNs
no codificantes capaces de regular la expresion génica en mamiferos(Hansen, Clausen, and Jensen
1962). El desarrollo de la secuenciacion profunda de ultima generacion de bibliotecas de ARN
depletadas de ARN ribosomal, asociadas con nuevas herramientas bioinformaticas, ha
proporcionado la identificacion de varios circRNA nuevos en todo tipo de organismos.
Recientemente, se descubrio que los circRNA enddgenos pueden unirse y funcionar como esponjas
de miRNAs reprimiendo su funcion, lo que proporciona un nuevo modelo de accidn para esta clase
de ncRNAs, ademés de indicar otro mecanismo que regula la actividad de los miRNAs. Varios
estudios han asociado circRNAs con enfermedades humanas, como osteoartritis, diabetes,

patologias neurodegenerativas y varios tipos de cancer. Ademas, la alta estabilidad, la abundancia y
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los patrones de expresion tejido especificos hacen que los circRNA sean muy atractivos para la
investigacion clinica (Kulcheski, Christoff, and Margis 2016). En este escenario, dada la evidencia
actual sobre la interaccion entre los circRNAs-miRNAs se abre un nuevo enfoque para el estudio de
patologias complejas con componente inflamatorio. Es por ello que resulta interesante analizar si
los circRNAs representan potenciales biomarcadores para diferenciar fenotipos de manera
temprana, determinar prondstico, asi como contribuir en dilucidar qué rol cumplen en la

comunicacion inter-reino durante el desarrollo de EII.

VII. METODOLOGIA
a) Definicién operacional de las variables y categorias.

* Indicadores a analizar en la poblacion de estudio:

Edad (en afios)

Género (masculino/femenino)

Talla (en metros)

Peso (en kg)

Caracteristicas del habitat: zona (rural o urbana), presencia de agua potable (si/no), descripcion de
los materiales de la vivienda.

Tabaquismo (si/no, frecuencia de consumo)

Consumo de alcohol (si/no, frecuencia de consumo)

Laboratorio completo de Analisis Clinicos

Medicacion: consumo de medicamentos (si/no), tipo de medicacion, inicio de consumo de
medicamentos (si/no), consumo de hipnoticos (si/no), consumo de ansioliticos (si/no), consumo de
medicacion psiquiatrica (si/no), consumo de medicamentos alternativos, hierbas medicinales,
homeopatia (si/no).

Actividad fisica (frecuencia diaria/semanal)

Dieta: frecuencia de consumo de leche y sus derivados, huevo, pan y sus derivados, legumbres,
verduras cocidas/crudas, frutas cocidas/crudas, carnes blancas/rojas, fiambres/embutidos, azlcar,
mermeladas, miel, snacks, enlatados, etc.

* Indicadores a analizar de los datos Transcriptémicos de Poblacion:

A partir de la secuenciacion de tltima generacion de muestras de ARN obtenidas de sueros, plasmas
y heces de recoleccion domiciliaria, se procedera al screening de potenciales marcadores

moleculares asociados a inflamacion, obteniendo datos de niveles de expresion de diferentes tipos
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de ARN no codificantes (ncRNAs) humanos, asi como la presencia de ARNs no humanos que
pudieran aportar el microbioma de los individuos.

Se evaluara la presencia de disbiosis intestinal asociada EII asociada a cambios transcriptomicos
intestinales y sistémicos, y potenciales efectos benéficos de intervenciones nutricionales como pro y
prebidticos especificos para nuestra poblacion.

* Indicadores a analizar para la Validacion de Biomarcadores:

Se evaluaran los Valores Predictivos Positivo (VPP) y Negativo (VPN) de cada biomarcador
encontrado, los cuales nos daran una mayor informacion sobre la capacidad de los ncRNAs como
biomarcadores de las EIl. Dichos valores surgirdn del anélisis poblacional de los marcadores en

diferentes contextos clinicos mediante estrategia de Stem Loop- RT-QPCR.

b) Descripcién del ambito de estudio.

Se plantea dilucidar cambios en el transcriptoma asociado a exosomas circulantes y del contexto
intestinal de los individuos participantes (casos y controles), pertenecientes a la region
metropolitana de Buenos Aires. Se espera a su vez correlacionar dichos cambios con datos
metagendmicos obtenidos previamente en la poblacion estudiada, asi como datos fenotipicos
(estadio de la patologia) y factores ambientales que caracterizan a los distintos grupos de estudio

propuestos.

c) Tipo de estudio y disefio.

Se trata de un estudio transversal de tipo caso-control, que por un lado intenta dilucidar mecanismos
moleculares de comunicacion inter-reino asociados a EII, y por otro definir nuevos biomarcadores

potentes para diferenciar fenotipos y eficacia de tratamientos.

d) Poblacion:

° Universo o poblacion objetivo;

El presente proyecto involucra un estudio transversal de tipo caso-control. Se incorporaran a tal fin,
individuos mayores de 18 afios de edad, asistentes al Servicio de Gastroenterologia del Hospital
Posadas. Todos los participantes firmaran el consentimiento informado por escrito aprobado por el
Comité de FEtica del Hospital Posadas y la Universidad Nacional de Lujan (de acuerdo a los

principios bioéticos de la Declaracion de Helsinki).
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° Unidad de analisis, criterios de inclusion v exclusion:

Seleccion de individuos del Grupo Control: Individuos voluntarios sanos, normopeso, sin historia
de enfermedades inflamatorias asistentes al Servicio de Gastroenterologia, pudiendo tratarse de
familiares, amigos o convivientes con el paciente del servicio que deseen participar el proyecto.
Seleccion de Casos de EII (grupos CU y EC): Contemplando algoritmo diagnostico/terapéutico se
estableceran los siguientes grupos de estudio:

Grupo 1: Casos de CU con tratamiento convencional (Sulfasalazina-Mesalazina)

Grupo 2: Casos de CU con tratamiento convencional més bioldgicos (anti-TNF, anti-Integrina)
Grupo 3: Casos de EC con tratamiento convencional (Sulfasalazina-Mesalazina)

Grupo 4: Casos de EC con tratamiento convencional mas biologicos (anti-TNF, anti-Integrina)
Criterio de exclusion de individuos participantes: Haber recibido terapia con antibioticos en el
ultimo mes, dietas extremas (ej. macrobidticos, veganos), actual consumo regular de Probidticos,
intervencion quirdrgica en el tracto gastrointestinal (gastrectomia, cirugia baridtrica, colostomia),

embarazo, neoplasia, pacientes en terapia de reemplazo renal, trasplantados e HIV.

° Poblacidén accesible. Muestra. Seleccidn y tamafio de la muestra. Analisis de sesgos.

Con el fin de obtener informacion de los posibles biomarcadores a nivel sistémico e intestinal de
controles y enfermos se estudiaran tres tipos de muestras: suero, plasma y fraccion acelular de
material fecal.

SUERO: Obtenido a partir de sangre extraida por el equipo médico a los voluntarios que participan
del proyecto, a través de la centrifugacion de la misma en tubos sin anticoagulante.

PLASMA: Obtenida a partir de sangre entera extraida en tubos con EDTA 5% y posteriormente
centrifugada.

FRACCION ACELULAR DE MATERIA FECAL (FAMF): A los pacientes que participan del
proyecto se les dara un frasco estéril de boca ancha, el cual llevaran a su domicilio con buffer
hipersalino DESS [34]. Alli deberan recolectar materia fecal (tamafio similar al de un mani,
equivalente a 5 g aproximadamente). Una vez en el laboratorio, las muestras se fraccionaran y
centrifugaran a baja velocidad (100 G durante 15 min), de manera de eliminar restos macroscopicos
de alimentos de la muestra, recuperando el sobrenadante en un nuevo tubo. Los sobrenadantes se
centrifugaran a mayor velocidad (8000 G durante 5 min) para pelletear las células en suspension.
Este ultimo sobrenadante, carente de células, es el que se utilizara para aislar las vesiculas

extracelulares.



FUNDACION H. A.

BARCELO

l FACULTAD DE MEDICINA

Para el célculo de la potencia muestral se realizo la prueba de Dirichlet-multinomial[24]. Usando un
nivel de significacion del 5%, un nimero de “reads” por sujeto igual a 200.000 y un tamafio de
muestral n>25 por grupo, el resultado otorgaria un poder estadistico mayor al 90%. Por lo tanto, se
estudiara un total de 30 individuos en cada grupo.

La capacidad de los biomarcadores encontrados para efectuar un diagnostico potencial se probara
utilizando el andlisis de curvas Caracteristicas Operativas del Receptor (ROC, por sus siglas en
inglés: Receiver Operating Characteristic curve) definido por el area bajo la curva (AUC, por sus
siglas en inglés: Area Under the Curve) [43]. Un grafico de curva ROC ilustra la sensibilidad y
especificidad de cada uno de los posibles puntos de corte de un test diagnostico, que en nuestro caso
seria la concentracion de cada biomarcador, cuya escala de medicion es continua. La capacidad
discriminativa de un test diagnostico se refiere a su habilidad para distinguir pacientes sanos versus
enfermos. Para ello, el pardmetro a estimar es el AUC, medida Unica e independiente de la
prevalencia de la enfermedad en estudio. E1 AUC refleja qué tan bueno es el test para discriminar
pacientes con y sin la enfermedad a lo largo de todo el rango de puntos de corte posibles [44].
Ademas se analizaran el los Valores Predictivos Positivo (VPP) y Negativo (VPN) de cada
biomarcador encontrado, los cuales nos dardn una mayor informacién sobre la capacidad de los
ncRNAs como biomarcadores de las EIl. En este sentido nos permitiran determinar la probabilidad
de que un paciente sea definido como enfermo (E+) si la expresion del ncRNA supera un umbral
(T+ o el test es positivo), o bien que haya ausencia de patologia (E-) si no lo supera (E- o el test es

negativo [44].

e)
Prueba piloto del instrumento.

* Puesta a punto de dos técnicas de aislamiento de EVs: Ultracentrifugacion y Extraccion con

kit comercial

De manera de aumentar el rendimiento de obtencion de EVs, se realizardn pooles de 5 muestras
cada uno de los tres tipos de muestras antes citados (Tabla 1). A su vez, para poder realizar
posteriores analisis estadisticos en la estrategia de cribado de ncRNAs (Total RNAseq), se
estudiaran 3 pooles por fenotipo a evaluar (controles, CU y CD).

Tabla 1. Pooles de muestras para aislamiento de EVs
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Suero Plasma FAMF

Controles Pool 1 Pool 1 Pool 1

Pool 2 Pool 2 Poal 2

Pool 3 Pool 3 Poal 3

cu Pool 1 Pool 1 Poal 1

Pool 2 Pool 2 Poal 2

Pool 3 Poal 3 Poal 3

CcD Pool 1 Pool 1 Pool 1

Pool 2 Pool 2 Poal 2

Pool 3 Pool 3 Poal 3

El aislamiento se realizara mediante un protocolo de ultracentrifugacion [35] y otro con un kit
comercial “Total exosome isolation kif” (Invitrogen), para comparar rendimiento y calidad de las
muestras obtenidas [36].

Se obtendra ARN total de exosomas aislados con el reactivo TRIZOL (Thermo Fisher Scientific)
segun especificaciones del fabricante. EI ARN total se cuantificara mediante espectrofotometria en
un equipo NanoDrop ND-1000 y la integridad del ARN se evaluard en el equipo Fragment
Analyzer.

* Caracterizacion de los distintos tipos de EVs

Para identificar y caracterizar los distintos tipos de EVs se utilizan los siguientes métodos:

Microscopia Electronica de Transmision (TEM por sus siglas en inglés

: En el TEM, una imagen se
crea por interferencia de electrones cuando el haz de electrones atraviesa la muestra. Dado que la
longitud de onda del haz de electrones es mas corta que la longitud de onda de la luz visible en tres
ordenes de magnitud, las iméagenes se registran con una resolucion de 1 nm [37]. Es un método
ampliamente utilizado por su capacidad para detectar y caracterizar una Unica vesicula extracelular.
Western Blot: A través de este ensayo inmunoldgico caracterizaremos la presencia de exosomas en
las muestras extraidas. Los exosomas por ser formados en el cuerpo multivesicular no llevan en su
membrana marcadores de origen celular, aunque en cambio presentan tetraspaninas (CD63, CD9,
CD8]1, etc.) en su composicion, lo que es utilizado como marcador general de este subtipo de EVs.
Utilizaremos anticuerpos primarios para visualizar dichas moléculas de superficie.

Dispersion _dindmica de la luz (DLS por sus siglas en inglés): También conocida como
espectroscopia de correlacion de fotones, es una herramienta alternativa para la caracterizacion
basada en el tamafio de las EVs. El DLS utiliza el principio de dispersion de la luz. El tamafio de las
particulas se determina midiendo los cambios aleatorios (resultantes de los movimientos

brownianos relativos de las particulas) en la intensidad de la luz dispersa de la suspension de la
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muestra. Es un método simple para medir el tamafio sin visualizar las particulas. El mérito de este
método radica en su capacidad para medir el tamafio de particulas que van desde 1 nm a 6 um [37].
* RNA-Seq de EVs: cribado y determinacion de la expresion diferencial de ncRNAs

Las muestras de ARN se depletaran de ARN ribosomal (ARNr) previo a la secuenciacion a
realizarse segiin Illumina-TruSeqRNA para secuenciarse en Illumina HiSeq 120(pb). El recorte de
las lecturas de baja calidad y la des-multiplexacion se realizara utilizando Trimmomatic v0.32 antes
de mapearse al genoma humano hg38 utilizando BWA-MEM [38]. La expresion diferencial entre
dos condiciones (Controles vs EII) se determinara mediante el paquete de R edgeR [39].

* Validacion de ncRNAs target identificados mediante RT-qPCR

Una vez identificados los posibles targets moleculares (ncRNAs) se procederd a disefiar primers
especificos para poder cuantificar cada uno de ellos en muestras individuales de pacientes y
controles. Se extraera ARN de muestras de EVs de 10 individuos de cada grupo de estudio con el
reactivo TRIZOL (Thermo Fisher Scientific) . Luego se procederd a realizar la retrotranscripcion de
los circRNAs para la cual se utilizaran Random Primers y la enzima transcriptasa inversa MMLV
(Promega). Una vez generado el ADN copia (cDNA), la cuantificacion de los ncRNAs se realizara
por PCR en Tiempo Real o qPCR en el equipo “StepOnePlus Real-Time PCR Systems” de Applied
Biosystems. Se procedera a la cuantificacion absoluta mediante curva estandar generada a partir de
plasmidos sintéticos conteniendo idéntica secuencia del ncRNA de interés. Se utilizard para la
misma la “SYBR™ Select Master Mix” también de Applied Biosystems la cual contiene todos los
reactivos necesarios para la amplificacion de las moléculas de interés y para su cuantificacion. Para
el analisis estadistico de los datos, asi como también para la realizacion de los graficos respectivos
se utilizara el programa GraphPad Prism 6.01. Los datos de expresion se analizardn con un ANOVA
en caso de distribuirse normalmente o mediante pruebas no paramétricas tales como U de
Mann-Whitney y Kruskal-Wallis en caso de no hacerlo en caso de no hacerlo. El valor P <0.05 se
considerara significativo.

* Identificacion de circRNAs y sus potenciales miRNAs target

Con el fin de identificar circRNAs diferencialmente expresados mediante estrategia de cribado
(Total RNA-Seq) se estudiaran los ncRNAs evidenciados mediante el algoritmo CIRI [40], esta
herramienta permite identificar circRNAs candidatos y su filtrado. La expresion diferencial entre
dos condiciones (Controles vs EII) se determinard mediante el paquete de R edgeR [40] [39,40].
Las interacciones entre circRNAs-miRNAs serdn evaluadas con el algoritmo miRanda [41] que
permite buscar alineaciones de complementariedad maximas locales (duplex antiparalelo doble

cadena).
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*  Validacion de miRNAs target identificados bioinformaticamente mediante
StemLoop-RTqPCR

Se wvalidara la prediccion bioinformatica de miRNAs Target mediante estrategia
“StemLooP-RTqPCR” también a partir de ARN extraido de vesiculas extracelulares de 10 muestras
de cada grupo de individuos participantes, utilizando un ciclador StepOne de Applied BioSystems.
Los miRNA de interés seran retro-transcriptos mediante la utilizacion de primers sintéticos
stem-loop [42] y transcriptasa inversa MMLV (Promega). Se diseharan primers especificos para
determinar niveles de cDNA por qPCR utilizando el sistema SyberSellect MasterMix®. Se
procederd a la cuantificacion absoluta mediante curva estandar generada a partir de plasmidos
sintéticos conteniendo idéntica secuencia a la del miRNA maduro de interés. Para el analisis
estadistico de los datos, asi como también para la realizacion de los graficos respectivos se utilizara
el programa GraphPad Prism 6.01. Los datos de expresion de miRNA se analizaran con un ANOVA
en caso de distribuirse normalmente o mediante pruebas no paramétricas tales como U de
Mann-Whitney y Kruskal-Wallis en caso de no hacerlo. El valor P <0.05 se considerara
significativo.

* Biasqueda de ARNs de origen microbiano

Teniendo en cuenta que en la fraccion de EVs aislados, es posible encontrar microvesiculas
procariotas, las lecturas de Total RNA-Seq que no se encuentren en la version hg38 del genoma
humano, serdan mapeadas y ensambladas mediante la plataforma Trinity [45]. Este ensamblaje
permitird identificar tanto genes candidatos no humanos que se expresaron de manera diferencial
entre pacientes con EIl y controles (edgeR), como la identificacion taxondmica de cada transcripto

ensamblado utilizando el algoritmo clasificador Krakeno [46].

f) Plan de andlisis de los resultados.

En la figura a continuacion se esquematiza el plan de trabajo y analisis de los resultados.
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En el presente trabajo nos proponemos identificar y caracterizar nuevos biomarcadores moleculares
Sistémicos e Intestinales de Enfermedades Inflamatorias Intestinales (EI), con el fin de desarrollar
estrategias diagnosticas, pronosticas y de seguimiento innovadoras para este complejo conjunto de
patologias de creciente deteccion en nuestro pais. En este sentido resulta fundamental realizar una
caracterizacion de nuestra poblacion vinculada a biomoléculas asociadas a exosomas sanguineos y
fecales, entre las que se encuentran los ARNs no codificantes, los cuales presentan un gran
potencial teragnoéstico especialmente en procesos inflamatorios y malignos. Asimismo, la evidencia
actual sobre la interaccion entre los miRNAs y la microbiota humana, abre un nuevo enfoque para
el estudio de comunicacion inter-reino en éstas entidades. Es por ello que analizaremos si los
miRNAs y circ-RNAs representan potenciales biomarcadores para diferenciar fenotipos de manera
temprana, determinar prondstico en familiares relacionados, y contribuir en dilucidar qué rol
cumplen las alteraciones epigenéticas en el desarrollo y el curso de EII. Es por ello que resultara de
gran utilidad el establecimiento de potenciales terapias nutricionales y farmacoldgicas
personalizadas, en base a la informacion del transcriptoma del individuo, area que tiene grandes

perspectivas en el tratamiento de EIl y enfermedades relacionadas.

13



FUNDACION H. A.

BARCELO
[ FacuLTAD DE MEDICINA
VIII. RESULTADOS
Resulta trascendente considerar que desde su reciente formacion los desafios del grupo se han
incrementado exponencialmente. Paraddjicamente, la consolidacion del Grupo de Gendmica
Computacional (http://gec.unlu.edu.ar/) durante la pandemia se vio fortalecida, dado que pudimos
sortear el aislamiento presencial y aprovechar la virtualidad para potenciar nuestras capacidades
individuales y grupales, promoviendo la transferencia de conocimiento y generando redes
interdisciplinarias de trabajo. El GeC se conforma por investigadores tanto del Departamento de
Ciencias Basicas de la UNLu como del Lab. de Inmunologia del INEDES (Instituto de Ecologia y
Desarrollo Sustentable CONICET-UNLU). En nuestros proyectos nos centramos en estudiar la
capacidad biotransformadora que el microbioma puede tener tanto en la salud, el ambiente y hasta
en las caracteristicas fisicoquimicas de materiales utilizados en entornos productivos. Asi mismo,
considerando a los microbiomas como ecosistemas dindmicos de cientos a miles de miembros
comunicandose entre si, estudiar la dindmica de expresion de ARNs no codificantes en
microvesiculas de distintos entornos bioldgicos, propone definir estrategias diagndsticas
personalizadas, asi como traer luz a mecanismos de interaccion microbiota-hospedador en un
contexto inter-reino. Si bien nuestro grupo de reciente formacion abarca iniciativas nuevas dentro
de la Universidad de Lujan, hemos logrado mucho apoyo tanto institucional como de
financiamiento externo, lo que nos anima a seguir en esta linea de investigacion en biomedicina.
Como todo protocolo que utiliza muestras de voluntarios humanos, éste proyecto implica trabajo
interdisciplinario, definicion de criterios de recoleccion de datos, muestreo y logistica que suelen
ser tareas que llevan tiempos prolongados. Aun asi, llevamos reclutados 600 individuos de la ciudad
de Chivilcoy, 200 individuos en el Hospital Nacional Posadas, 100 individuos de poblacion general
de CABA, asi como cohortes de diferentes proyectos en colaboracion. Esto aporta un muy buen
escenario para las perspectivas de los proyectos del GeC y de aquellos que tenemos en
colaboracion. Dicho trabajo consolida cooperacion entre grupos del ambito hospitalario con
investigadores de las ciencias basicas, lo que aporta no sélo un marco bidireccional de generacion
de conocimiento, sino un espacio de implementacion de los hallazgos resultantes para optimizar el
diagnostico, pronodstico o seguimiento de patologias cronicas de gran impacto en salud publica. En
cuanto al logro de los objetivos particulares, hemos publicado recientemente un trabajo vinculado a
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (EII) en poblacion argentina y su abordaje desde
una perspectiva integral de diagnostico, contemplando datos clinicos, bioquimicos, epigenéticos y

metagendmicos en un contexto de regresion logistica (AD Rosso et al, Microorganisms 2022).
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Figura 1. Representacion de géneros diferenciales tanto en microbiota total (A) como en la
microbiota “core” (B,C,D) de los diferentes grupos estudiados con EII, del inglés IBD o
Inflammatory Bowel Disease (Microorganisms 2022).
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Asi mismo hemos publicado los dos primeros estudios en Buenos Aires vinculados a

microbiota de poblacion general tanto en pre pandemia (FS Belforte et al, Frontiers in Microbiology

2019) como durante el aislamiento social preventivo y obligatorio (P Aguilera et al, Frontiers in

Microbiology 2022).
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Figura 2 (izquierda). Abundancia relativa de géneros representativos de microbiota intestinal de

diferentes poblaciones a nivel local y mundial (Frontiers in Microbiology 2019).
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la riqueza de especies detectadas (numero estimado de caracteristicas observadas). La linea
punteada vertical roja representa la profundidad de rarefaccion elegida (muestra con la menor
cantidad de secuencias). Graficas PCoA de diversidad beta con distancias UniFrac ponderadas (E)
vy no ponderadas (F), respectivamente. Las elipses representan el intervalo de confianza del 95% de

cada grupo. Los colores se asignan por grupo, rojo para PPG y azul para PG. (Frontiers in

Microbiology 2022).

Adicionalmente, fuimos incorporados a la red LatinBiota (https:/www.latinbiota.net/), que
mostrard sus resultados en una proxima publicacion durante 2023 de metagenomas estudiados de
latinoamericanos (estrategia shotgun-seq). El GeC es actual nodo argentino del Latinbiota,
convirtiéndose en 2021 en el 2do pais (luego de México) con mayor nimero de muestras aportadas
al proyecto (100 muestras estudiadas argentinas). En particular, LatinBiota es un proyecto
impulsado por el Sanger Institute UK, y puesto en marcha por el Dr. Iraola, Director del Laboratorio
de Gendmica Microbiana del Institut Pasteur de Montevideo, quién colabora activamente en
nuestros proyectos de investigacion en microbioma humano.

En lo que respecta a las muestras obtenidas, fue posible la generacion de un bio-banco de sueros,
plasmas, sangre entera, células mononucleares y materia fecal, asi como también de material
extraido de las mismas (ADN, ARN, proteinas y microvesiculas). Esto propicio la generacion de
datos masivos clinicos, bioquimicos y seroldgicos, asi como datos masivos de secuenciacion de
ultima generacion de microbiota intestinal asociada a diferentes cohortes propias y en colaboracion
(ELl: Dra.Cerezo, Hospital Posadas y Dra. Marifio IBYME; Lupus Eritematoso Sistémico: Dra.
Caputo, Hospital Posadas, Psoriasis: Dr. Dei Cas, grupo Novartis; Obesidad y Cirugia Baritrica:
Dra. Gut, Hospital Italiano BsAs y Dr. Federico Rey, University of Wisconsin—Madison; Higado

Graso No Alcohdlico: Dra. Trinks, ICBME). Asimismo, se estan generando datos vinculados a

ARNs no codificantes tanto libres como asociados a exosomas, potencialmente relacionados a

distintos estadios patologicos en los distintos grupos en estudio.
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Figura 4. 1. Fotografia de exosomas séricos humanos, obtenida por microscopia electronica de
transmision (TEM). II. Box Plots representativos de un Modelo Bioquimico de prediccion fenotipica
en base a datos clinicos, bioquimicos y epigenéticos. Valores de las variables presentes en pacientes
con CU en comparacion con controles sin EII (A-C). Rendimiento del modelo bioquimico, evaluado
a través del area bajo la curva ROC (D). III. Red de Correlacion para CU. Caracteristicas clinicas,
edad, IMC (nodos grises), mediciones bioquimicas (nodos naranjas), microbiota central y taxones
bacterianos diferencialmente abundantes (nodos amarillos), vias metabdlicas diferencialmente
abundantes estadisticamente significativas (p < 0,05; nodos verdes) y miRNAs sanguineos (nodos
azules) y miRNASs fecales (nodos rojos) de los pacientes con CU. Solo se muestran las correlaciones
con coeficientes de correlacion de Spearman superiores a 0,7. Los bordes verdes representan
correlaciones positivas. Los bordes rojos representan correlaciones negativas. Las variables del
modelo de regresion logistica de pacientes con CU se indican en letra roja. 1V. Evaluacion del
miR146a fecal en poblacion de CU y CD sometidos a distintos tratamientos, respecto de controles

de nuestra comunidad.
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Por otra parte, cabe destacar que nuestro grupo fue pionero en nuestra region en estudiar y comparar
diversos métodos de obtencion, traslado y conservacion de las muestras de materia fecal humana,
asi como distintos protocolos de extraccion de ADN gendmico microbial para el posterior estudio
metagendmico (Belforte et al 2019). Asi mismo, se han estudiado datos masivos de 16S ribosomal
asi como de DNA-Shotgun Sequencing (Illumina) de diferentes grupos de estudio. Esto fue posible
gracias a la cooperacion con el Centro de Investigacion, Docencia y Extension en Tecnologias de la
Informacion y la Comunicaciéon CIDETIC- UNLu (cidetic.unlu.edu.ar/). Los datos de secuenciacion
masiva son procesados en el CIDETIC con servidores propios multi core dedicados al
procesamiento de grandes volimenes de datos y a la resolucion de problemas complejos.

Parte de los resultados metagendmicos obtenidos en el GeC fueron presentados en el congreso de la
Asociacion Latinoamericana de Microbiologia: ALAM Chile 2018, en el 24th World Congress of
Dermatology Milan 2019 y otros se enviaron para su presentacion a varias reuniones conjuntas de

Biociencias de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC).

IX. CONCLUSION Y DISCUSION

La epidemiologia mundial de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) estd cambiando
rapidamente con el aumento de la incidencia y la prevalencia de la enfermedad en las regiones en
desarrollo. Sriharan Selvaratnam et al. realizd una revision sistemdtica entre enero de 1990 y
diciembre de 2018 de la carga de EIl en América del Sur y su rapido aumento, particularmente en
las regiones industrializadas (Selvaratnam et al. 2019). Demostraron que existe una escasez de
estudios epidemiologicos solidos y representativos para explorar los factores de riesgo modificables
y los fenotipos de enfermedades en nuestra region. Teniendo en cuenta que el continente
sudamericano alberga a mas de 400 millones de personas, se espera que represente una proporcion
significativa de los afectados por EIl en el mundo. Esto se traduce en un notable desafio
diagnostico, especialmente en paises subdesarrollados donde el acceso al diagnostico o tratamiento
no siempre es accesible para enfermedades cronicas.

En éste contexto, la investigaciéon inmunoldgica ha evolucionado desde un punto de vista
linfoide-tejido-céntrica para la comprension de microambientes tisulares como una determinante
fundamental de la respuesta inmune. Esta drea de investigacion ha dado lugar a la integracion de la
microbiota como regulador intrinseco de todas las respuestas inmunes. En la actualidad existe una
explosion de descubrimientos relacionados con el papel de las comunidades microbianas y los
estados de enfermedad en los seres humanos. Esto proporciona una oportunidad Unica para

desarrollar una exploracion integral de la salud humana desde una logica multidisciplinar de
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investigacion. En este sentido, resulta fundamental propiciar descubrimientos vinculados a la
definicion de biomarcadores moleculares y metagendmicos aun no caracterizados en distintas
poblaciones de nuestra region, que permitan definir estrategias terapéuticas eficaces para la
restauracion de un didlogo saludable entre huésped y ambiente, y asi restablecer la salud del
meta-organismo humano.

En la actualidad, se sabe que el entorno medio ambiental juega un rol clave en el desarrollo y
sostenimiento de enfermedades de origen complejo y multifactorial. Es por ello que nos
proponemos estudiar el meta-transcriptoma de nuestra poblacion tanto en individuos control como
en pacientes con CU, con estrategias secuenciacion masiva (NGS). Esto contribuird no sélo a la
caracterizacion general de nuestro microbioma, datos aun poco explorados en nuestra region, sino
también a identificar cambios en el transcriptoma asociados al proceso inflamatorio subyacente. Eso
resulta sumamente valioso dado que aportaria datos correlacionables con los niveles de expresion
de ARNs no codificantes (ncRNAs) tanto humanos como microbianos, asi como de mensajeros
clave asociados a la modulacion del glioma intestinal. Asi mismo, conocer los cambios en el perfil
de glicosilacion de IgAs del contexto intestinal, no so6lo permitiria identificar potenciales
biomarcadores de progresion y respuesta a tratamiento sino también dard luz a posibles mecanismos
de comunicacion inter-reino involucrados en la patogénesis de CU.

En este escenario, la utilizacion de estrategias Odmicas de nueva generacion proporcionan una
oportunidad unica de estudiar de manera integral el meta-organismo humano, donde conviven
células de nuestro organismo con simbiontes comensales capaces de modular muchas de nuestras

funciones vitales.

X. AGRADECIMIENTOS
Cabe destacar que nuestros proyectos vinculados a EII fueron beneficiados tanto por la Sociedad
Argentina de Gastroenterologia (SAGE) como por la Fundacién Florencio Fiorini en auspicio de la
Asociacion Médica Argentina (AMA), asi como recibi6 financiamiento del Dto. de Cs. Bésicas de
la UNLu, de un PICT-joven 2017 y de un PICT-grupo en formacion tramo I 2019 y tramo II 2022.
Por otra parte, cabe destacar que nuestro grupo fue pionero en nuestra region en estudiar y comparar
diversos métodos de obtencion, traslado y conservacion de las muestras de materia fecal humana,
asi como distintos protocolos de extraccion de ADN gendmico microbial para el posterior estudio
metagenomico (Belforte et al 2019). Asi mismo, se han estudiado datos masivos de 16S ribosomal
asi como de DNA-Shotgun Sequencing (Illumina) de diferentes grupos de estudio. Esto fue posible

gracias a la cooperacion con el Centro de Investigacion, Docencia y Extension en Tecnologias de la
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Informacién y la Comunicacion CIDETIC- UNLu (cidetic.unlu.edu.ar/). Los datos de secuenciacion
masiva son procesados en el CIDETIC con servidores propios multi core dedicados al

procesamiento de grandes volimenes de datos y a la resolucion de problemas complejos.
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