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1. RESUMEN

Las neuronas son el componente primordial en la sefializacion cerebral. Es por ello que
cualquier intento por comprender como funciona el sistema nervioso implica la investigacion
de las distintas subpoblaciones neuronales. Esta heterogeneidad neural puede ser
caracterizada mediante el analisis de la expresion de los niveles de mMRNA en busqueda de

marcadores moleculares especificos.

En este contexto, de intenso estudio en funcion de definir estas subclases de neuronas y
sus diferentes funciones, pero focalizado a algunas regiones del sistema nervioso central y
periférico, nos enfocamos en caracterizar molecularmente las neuronas ubicadas en el

ganglio submandibular (GSM).

Para ello se analizaron 7 genes previamente asociados a caracterizacion de subpoblaciones
neuronales en ganglio espinal de la raiz dorsal (DRG): CbIn2, Fam19al, Hpse, Mrgprd, Ntm,
Smr2 y Trpal. Estos genes fueron analizador por medio de ensayos de RT-qPCR y PCR,

desde RNA total de ganglios submandibulares de ratones.
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El resultado de esta investigacion mostré que el gen Hpse presenta una expresion
preferencialmente en el ganglio submandibular. De igual forma, Smr2 isoforma 1 se expresa
en altos niveles en este ganglio, similares a los observados para Hpse. De forma contraria,

Mrgprd y Trpal mostraron ser genes de expresion especifica en DRG.



2. INTRODUCCION

La pregunta por la naturaleza de las sensaciones, emociones, de la capacidad de moverse,
de hablar, reir o llorar es secular en el hombre. La relacion de estos fendmenos con el sistema
nervioso ha sufrido vaivenes histéricos, hasta la emergencia de un cuerpo de doctrina

enfocado al esclarecimiento de la estructura y funcién del sistema nervioso: la Neurociencia.

La neurociencia se refiere a aquellas disciplinas o especialidades que abordan el estudio
y conocimiento de la anatomia y funcién del sistema nervioso. El cual esta constituido por
diversos tipos celulares altamente especializados, donde las neuronas cumplen el rol
fundamental de conducir los impulsos nerviosos, mientras que la glia se encarga de dar

soporte metabolico y modular la actividad neuronal.

En la actualidad, la neurociencia es el resultado de la convergencia de varias tradiciones
cientificas: la biologia molecular, neurofisiologia, anatomia, bioingenieria, embriologia,
biologia celular y psicologia, entre otras. El caracter interdisciplinario es singular y propio
de la neurociencia entre otras ciencias y esta en la base de su extraordinaria pujanza y

atractivo.



Gracias al surgimiento de distintas técnicas moleculares, celulares y el uso de modelos
animales en el laboratorio, se ha logrado establecer la conformacion y el funcionamiento de

este complejo sistema, permitiéndonos entender los fendmenos que alli ocurren.

Actualmente, no existe una clasificacion absoluta de las distintas poblaciones neuronales,
debido a que estas se agrupan en colecciones heterogéneas, lo cual dificulta ain mas su
estudio. Algunos investigadores han intentado clasificar los tipos neuronales segun la forma
en que algunos marcadores se relacionan con aspectos funcionales, en lugar de hacerlo
mediante una estrategia integral que permita una clasificacion objetiva basada en estados
transcripcionales especificos. Por lo tanto, el establecimiento de una clasificacion de los tipos
neuronales, complementada con informacion sobre la expresion génica especifica, servira

como un catalogo de las bases celulares y moleculares para su comprension.

Por esta razon los analisis de perfiles de expresion génica, hoy en dia, cumplen con un rol
fundamental en la investigacion. Dentro de las técnicas mas tradicionales de esta clase de
estudios, se encuentra la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR). Una de sus variantes,
la RT-qPCR, permite medir cambios en la expresién génica de subpoblaciones celulares y
corresponde a la técnica que empleamos en la presente investigacion para analizar los niveles
de expresion de 7 genes candidatos a marcadores de subpoblaciones neuronales (ChIn2,
Fam19al, Hpse, Mrgprd, Ntm, Smr2 y Trpal), en muestras de médula espinal, ganglios

espinales y ganglios submandibulares de raton.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Identificacion y clasificacion de tipos neuronales.

Desde el descubrimiento inicial del padre y fundador de la neurobiologia, Santiago Ramon
y Cajal, los cientificos han podido diferenciar varios tipos neuronales. Sin embargo, hasta el

dia de hoy sigue sin encontrarse un sistema de clasificacion unificado.

En general las neuronas pueden ser clasificadas de acuerdo a criterios que incluyen:
caracteristicas bioquimicas, propiedades electrofisiologicas, morfologia, procedencia y

patrones de las proyecciones, entre otras (1).

Desde el punto de vista morfoldgico las neuronas, han sido clasificadas de diferentes
maneras. Una de ellas corresponde a 3 tipos A, B y C, identificadas en base a su tamafio y
distribucion de sus organelos. Luego, fueron subdivididas en 6 subtipos de acuerdo a la
observacion microscopica segun la distribucion de la sustancia cromatofilica Nissl en el

citoplasma, generando los tipos: A1, Az, Az, B1, B2y C (2).



Ejemplos de clasificaciones basadas en la morfologia celular, ya sea por la forma del
soma, tamafio o patrones en sus dendritas, son probablemente el criterio de clasificacion méas
comun en la literatura. Alguno de ellos basados en la forma y el tamafio de sus prolongaciones

pueden clasificarse en: Piramidales, Poliédricas, Esféricas, Estrelladas o Fusiformes (3).

Afos mas tarde, Sommer en el afio 1985, publicé su clasificacion basada en 7 criterios,
con respecto a la subpoblacién neuronal del ganglio de la raiz dorsal (DRG) en ratones.

Utilizando una combinacion de su ultraestructura junto con caracteristicas citoquimicas (4).

Los tipos de células neuronales también pueden ser clasificados en base a sus propiedades
electrofisiol6gicas. Como las neuronas neocorticales, las que presentan diferencias

significativas en el tiempo de respuesta a potenciales de accion (5).

Del mismo modo se puede realizar una clasificacion segin la procedencia de las
aferencias primarias, dividiéndose en viscerales, cutdneas y musculares. Las cuales pueden

estar constituidas por fibras mielinicas o amielinicas, que dan origen a distintos grupos (6).

Si consideramos los diferentes grupos de canales ionicos y los tipos de fibras que
conducen el impulso nervioso, las neuronas se pueden clasificar en tres grupos: las neuronas
F, Ay H. Las F conducen el impulso nervioso con fibras tipo Il y 11 y su potencial de accion
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es sensible a la tetrodotoxina. Por su parte las neuronas A utilizan fibras tipo IV y son
sensibles a la tetrodotoxina mediado por iones sodio. Finalmente las H conducen el impulso
nervioso con fibras tipo 11 y IV y son tetrodotoxina resistente mediados por iones sodio y

calcio (7).

Se podria seguir enumerando las clasificaciones neuronales que se encuentran en la
literatura, como la polaridad neuronal, caracteristica de sus dendritas, segin su mediador

quimico y algo tan sencillo como segun su funcidn, y aun asi seguirian apareciendo mas.

La necesidad de poder caracterizar diferentes subpoblaciones neuronales es un desafio
vigente hasta el dia de hoy. La identificacion de los distintos subtipos neuronales juega un
rol preponderante, por lo mismo con el transcurso de los afios se han desarrollado distintas

técnicas que facilitan el estudio neuronal.

En los afios 70, con la aparicién de métodos inmunohistoquimicos para la identificacion
de tipos celulares, los investigadores pudieron superar algunas de las dificultades técnicas
asociadas otros métodos. Los investigadores comenzaron a utilizar la inmunohistoquimica
para identificar neuronas que contenian enzimas de sintesis de las monoaminas: tirosina

hidroxilasa (TH), dopamina beta hidroxilasa (DBH) y triptofano hidroxilasa (TrH) (8).
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Tras la implementacion de esta nueva técnica como una nueva herramienta para la
identificacion neuronal, de a poco fueron apareciendo marcadores especificos de este tipo
celular, como el uso de las enolasas de cerebro (9), acetiltransferasa de colina (10),
parvalbdmina (11)o la proteina de neurofilamentos (12,13). En la mayoria de los casos se

desconocia la naturaleza y las propiedades de los antigenos neuronales que utilizaban.

En la actualidad se han desarrollado diversas estrategias moleculares para la identificacion
neuronal, como métodos que utilizan moduladores transcripcionales y recombinasas

especificas de sitio, para el marcaje de poblaciones neuronales especificas (14).

Una de las técnicas mas utilizadas para identificacion de subtipos neuronales es el
single-cell RNAseq (scRNAseq). Con esta metodologia se puede examinar la secuencia de
una celula individual, proporcionando una mayor resolucion en las diferencias celulares entre

una célula a otra, junto con poder ver el rol de esa célula en su microentorno (15).

Con la utilizacién del scRNAseq se han podido identificar subpoblaciones neuronales.
Uno de esos estudios pudo identificar 7 subtipos de neuronas sensoriales en el colon. Se
analizaron neuronas sensitivas de la region toracolumbar (TL) y lumbosacral (LS), las que
estaban asociadas con ganglio de la raiz dorsal (DRG). En donde cada subpoblacién
identificada posee un marcador especifico. Estos genes son: CbIn2, Fam19al, Hpse, Mrgprd,

Ntm, Smr2 y Trpal (16).
12



3.2 Marcadores moleculares de subpoblaciones neuronales.

3.2.1 Cerebelina 2 (CbIn2)

CblIn2 conforma la familia de proteinas precursoras de Cerebelina junto a Cbinl, Cbin3y
Cbin4. Dentro de ellos el mas estudiado es Cbinl. Este Gltimo pertenece a la superfamilia de
factores de necrosis tumorales C1q, y que en cerebelo es secretado por las células granulares
del y que desempefia un rol crucial como regulador transneuronal de la integridad y

plasticidad de sus sinapsis con las células de Purkinje (17).

CbInl originalmente fue identificado como el precursor del hexadecapeptido especifico
del cerebelo (Cerebelina), por lo que fue denominado Precerebelina, y que presenta una
secuencia homéloga al componente del complemento C1QB. En ratén ChInl y CbIn2
presentan una identidad en su secuencia de aminoacidos de un 88% en la region

C-terminal (18).

Por medio de RT-gPCR se ha determinado que CbIn2 se expresa diferencialmente en
regiones especificas del cerebro de raton, con una alta expresién en la corteza cerebral e
hipotalamo, seguida del bulbo olfatorio y tdlamo (19). También se observan altos niveles de
expresion de este gen en el cerebro embrionario.
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3.2.2 Familia de proteinas con similitud de secuencia nimero 19, miembro al (Fam19al)

Fam19al es un gen que codifica para una pequefia proteina secretada que comparte
similitud en su secuencia con la familia de quimioquinas CC (20). Pertenece a la familia de
proteinas con similitud de secuencia numero 19 con funcion hasta el momento desconocida.
En humanos, esta proteina ha sido denominada TAFAL. La familia estd compuesta por 5

genes homologos referidos como TAFA del 1 al 5.

Los niveles de expresion de Fam19al son altos en regiones especificas del cerebro, como
en las corteza: frontal, temporal, occipital y parietal, sumado a la médula, mientras que se ha

visto una baja expresion en cerebelo (20).

Recientemente se ha determinado que FAM19AL1 es el ligando para el receptor acoplado
a proteina G huérfano GPR1, y que actia como un factor regulador involucrado en la

modulacién de proliferacion neural de células madres y su diferenciacion (21).
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3.2.3 Heparanasa (Hpse)

Heparan Sulfato y Proteoglicanos de Heparan Sulfato (HSPGs) son un componente
principal de la membrana basal y de la matriz extracelular (22). Estas unen varias moléculas
como factores de crecimiento y citoquinas modulando las funciones bioldgicas (23). Las
heparanasas, como la Hpse, son endoglicosidasas que escinden la cadena lateral del HSPG
para permitir la remodelacién de la matriz extracelular para el movimiento celular o la

liberacion de moléculas bioactivas de la matriz extracelular o la superficie celular (24).

La escision del heparan sulfato por la heparanasa esta implicado en la extravasacion de
leucocitos y células tumorales metastésicas, identificando esta enzima como un posible
blanco para terapias antiinflamatorias y antimetastasicas. Es mas, se ha demostrado la
correlacion de la expresion de Hpse y la actividad heparanasa con el incremento en el

potencial metastasico en tejido y lineas celulares de cancer de mamas (25).

En modelo murino se ha visto que la expresion de Hpse se concentra en la piel,
principalmente en el estrato granuloso y la primera capa del estrato corneo, en la parte
superior de la epidermis (26). También se ha detectado en los foliculos pilosos y en las

glandulas sebaceas (27).
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Por su parte, en los humanos se ha reportado una alta expresion de la heparanasa en
placenta, bazo y débilmente expresado en linfonodos, timo, leucocitos de sangre periférica,
médula dsea, células endoteliales, higado fetal y tejido tumoral. Al igual que en raton, se
expresa en los foliculos pilosos del humano, especificamente en la capa interna de Henle y

Huxley (22,28-31)

3.2.4 Familia de receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas relacionados al

protooncogén Mas, miembro D (Mrgprd)

En el afio 2001 Dong X. y colaboradores identificaron tanto en humano como en ratén
una familia de receptores acoplados a la proteina G (GPCRS) relacionados con el oncogen
MASL1, incluyendo Mrgprd. La familia de receptores MRG 7 hélices transmembrana. Se ha
reportado que en subgrupo de Mrgprd se expresa en subpoblaciones de neuronas sensoriales

que detectan estimulos de dolor (32).

Los patrones de expresion de estos genes revelaron un grado inesperado de diversidad
molecular entre neuronas nociceptivas. Algunos Mrgprd pueden activarse especificamente

en celulas heterdlogas por neuropéptidos de RFamide como NPFF y NPAF, que son
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analgésicos in vivo. Los autores concluyeron que los MRG pueden regular la funcion y/o el

desarrollo del nociceptor, incluida la sensacion o modulacién del dolor (32).

La expresion de MRGPRD en humanos ha sido investigada mediante la técnica de
RNA-seq. La data que se encuentra disponible en Bgee (Gene Expression Data in Animals),
indica que el nivel de expresion mas alto para este gen se localiza en la capa inferior del
esofago muscular, seguido de la mucosa del estbmago (33). En ratdn, los genes Mrgprd se
expresan en un subconjunto de neuronas sensoriales que incluye nociceptores,
particularmente en la subclase de neuronas sensoriales no peptedérgicas que son IB4+ y

VRI1- (34).

3.2.5 Neurotrimina (Ntm)

Ntm pertenece a la familia IgLON de moléculas de adhesion celular ancladas a
Glicosilfosfatidilinositol (GPI), que forma parte de la superfamilia que contienen el dominio
inmunoglobulina (Ig). La familia IgLON recibe su nombre de sus 3 miembros LSAMP,

OPCML y neurotrimina (NTM) (35).
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Neurotrimina se expresa fuertemente en varios sistemas de proyeccion en el desarrollo:
en neuronas del tdlamo, laminas corticales inferiores en el prosencéfalo y en el nlcleo
pontino, células granulares del cerebelo y células de Purkinje en la parte posterior del cerebro.
Neurotrimina también se expresa en niveles altos en el bulbo olfatorio, retina neural, ganglios
de la raiz dorsal (DRG), médula espinal (SC) y en una distribucion gradual en los ganglios

basales e hipocampo (36).

3.2.6 Proteina de la glandula submandibular regulada por andrégenos tipo 2 (Smr2)

Smr2 pertenece a la familia de proteinas ricas en acido glutdmico/glutamina (GRP). Esta
clase de proteinas abunda en la glandula submandibular (SMG) en ratas. Smr2 difiere de los
otros 2 miembros descritos de su familia en que presenta niveles de mRNA 20 a 30 veces

mas altos en ratas machos que en hembras a nivel del SMG (37).

Smr2 es un inhibidor de endopeptidasas y participa en los procesos bioldgicos de
regulacion de percepcion sensorial al dolor y respuesta a sustancias toxicas (38). En modelo
murino presenta 5 isoformas producidas por splicing alternativo, denominadas alfa, beta,
gama, delta y épsilon. Solo 3 de estas isoformas se describen en la base de datos de expresion

de genes Bgee: alfa, gama y delta (33).
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3.2.7 Canal ionico de potencial del receptor transitorio para cationes, subfamilia A, miembro

1 (Trapl)

TRPA1 también conocido como ANKTML1 fue caracterizado en 2003 como un canal
activado por el frio, con una temperatura de activacion mas baja que el receptor de frio y de
mentol TRPMS8. Trpal es un miembro distante de la familia de canales TRP que comparte
poca similitud de aminoacidos con TRPMS8. Se encuentra en un subconjunto de neuronas
sensoriales nociceptivas que coexpresan TRPV1/VR1 (el receptor de capsaicina / calor) pero

que no expresan TRPM8 (39).

Este canal de cation no selectivo cumple un papel central en la respuesta del dolor a los
mediadores inflamatorios endégenos y a una amplia gama de irritantes volatiles, como el
aceite de mostaza, cinamaldehido, ajo y acroleina, un irritante de gases lacrimdgenos y gases
de escapa de vehiculos (40). Puede ser un componente para el canal de transduccion
mecanosensible de las células ciliadas en el oido interno, participando asi en la percepcion

de sonidos (41).

La expresion del gen Trpal en raton se localiza en el oido interno, especificamente en un
subconjunto de neuronas nociceptivas. Se ha reportado que se expresa en el ganglio cervical
superior (40,42). Por otra parte, este gen se expresa a un nivel muy bajo en humanos,

localizandose en los fibroblastos y a un nivel moderado en las células liposarcomas (43).
19



4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1  Hipdtesis

Los genes CbIn2, Fam19al, Hpse, Mrgprd, Ntm, Smr2 y Trpal definen conjuntos de

subpoblaciones neuronales en el ganglio submandibular.

4.2  Objetivo general

Analizar los niveles de expresion de genes candidatos a marcadores de subpoblaciones
neuronales: CbIn2, Fam19al, Hpse, Mrgprd, Ntm, Smr2 y Trpal, en muestras de médula

espinal, ganglios espinales y ganglios submandibulares de raton.

4.3  Objetivos especificos

4.3.1 Purificar RNA total desde muestras de tejido nervioso de medula espinal, ganglio
espinal y ganglio submandibular desde ratones BALB/c adultos y sintetizar librerias de

cDNA.
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4.3.2 Amplificacion mediante PCR en tiempo real de los genes candidatos a marcadores de

subpoblaciones y de los genes de referencia desde la libreria de cDNA de cada tejido.

4.3.3 Analizar los valores de amplificacion para cada gen candidato normalizado respecto al

mejor gen de referencia.

21



5. MATERIALES Y METODOS

5.1  Preparacion de reactivos

Para la realizacién de esta tesis, todos los reactivos empleados fueron de grado pro-analisis

y las soluciones preparadas en agua libre de nucleasas (AM9930, Ambion).

5.2  Disefio y sintesis de oligonucleétidos para la amplificacion mediante PCR en tiempo

real

Para el disefio de partidores se empleé el programa AmplifX v1.5.4 (Centre de Recherche
en Neurobiologie et Neurophysiologie de Marseille), eligiendo aquellos sets de partidores
que fueran especificos para cada gen de interés (Primer Blast), que hibridaran en exones
diferentes y cuya curva de disociacion tedrica mostrase un solo peak (uMelt, v2.0.2

University of Utah).
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Los oligonucleotidos fueron sintetizados por Macrogen (Seul, Corea del Sur) y fueron
resuspendidos en 200 ul agua libre de nucleasas en condiciones de esterilidad dentro de una
Cabina de Bioseguridad Tipo Il (ESCO). Para su cuantificacion se realizd una dilucién de
1 pl de la solucion stock en 49 ul agua libre de nucleasas. La concentracion fue calculada
empleando un factor de 33 ng/ul por cada unidad de absorbancia a 260 nm medida en un
espectrofotometro de micro volimenes (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). La

concentracion micromolar [uM] fue calculada empleando la siguiente ecuacion:

[%] x 103x f.d.
PM

[uM] =

Donde [ng/ul] es la concentracion obtenida desde la absorbancia de la dilucion, f.d. el
factor de dilucién (en este caso 50) y PM el peso molecular teérico del oligonucledtido. En
condiciones de esterilidad, se ajustd el volumen de la solucion stock hasta obtener una

concentracion final de 50 uM. Las soluciones stock de oligonucle6tidos fueron almacenados

a-20°C.

23



5.3  Obtencion de médula espinal y ganglio de la raiz dorsal a partir de ratones BALB/c

Los procedimientos fueron realizados segun las normativas dispuestas por el Comité
Institucional de Etica, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio CIECUAL de la
Universidad de Talca y por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica

CONYCIT para el proyecto FONDECYT 1160888.

Para la realizacion de los experimentos se emplearon ratones postnatales de la cepa
BALB/c de 14 a 21 dias de vida, estos fueron anestesiados con isoflurano y sacrificados
mediante decapitacion. Para la obtencion de médula espinal y ganglios de la raiz dorsal se
utilizé el método de extraccién hidraulica (44) donde por medio de la aplicacion de presion

directa sobre la estructura, se expulsa el tejido de interes.

Utilizando una tijera quirargica, se cortd la cabeza del animal justo en la parte inferior de
la base del craneo, se retird la piel que cubre el dorso del animal realizando un corte
longitudinal paralelo a la columna vertebral. Se realizaron cortes en las costillas, se retiré el
tejido conectivo, musculos y 6rganos adheridos para desprender la columna vertebral. Una
vez hecho esto se realizaron dos cortes en cada extremo con el fin de exponer el foramen
vertebral, luego de esto y con ayuda de una jeringa llena de tampén salino frio (PBS 1x) se
aplico presion directa sobre la estructura provocando la eyeccion de la médula espinal desde

la region cefalica de la columna. Una vez expulsada fue fraccionada en sus segmentos
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cervical, toracico y lumbar, depositando cada fragmento en tubos conicos de microcentrifuga

de 1,5 ml almacenados en hielo.

La columna vertebral vacia que resulto del procedimiento anterior fue fijada con alfileres
de diseccidn en sus regiones anterior y posterior sobre una placa de Petri rellena en su base
con silicona negra (Sylgard). Sobre la placa se volcé buffer PBS 1x frio hasta cubrir el tejido,
para evitar su descomposicion. Bajo un estereoscopio de luz visible, se cort6 cada vértebra
con unatijera Vannas a traves del foramen por la region ventral. Luego, se corto cada vértebra
por la region dorsal, obteniéndose 2 mitades en cuya region interna se aprecian facilmente
los ganglios espinales dentro del foramen intervertebral. El pool total de ganglios espinales

fue llevado a un tubo de 1,5 ml y conservados también en hielo.

Para la diseccion de los ganglios submandibulares, los ratones fueron sacrificados en
condiciones de anestesia profunda mediante dislocacion cervical, evitando generar mayores
dafos en el tejido del cuello del animal. En posicién dorsal, se desinfecto el cuello del animal
con etanol 70% y luego se realiz6 un corte con una tijera Iris curva-angulada desde la
escotadura yugular del esterndn hasta la base de la mandibula, a través de la piel del cuello
en direccion rostral, evitando penetrar en el tejido glandular. Luego, se corté desde la
escotadura hacia los hombros, descubriendo el tejido profundo. Se retir6 la grasa, glandulas
superficiales y tejido muscular. Se disec6 la glandula submandibular completa empleando la

tijera Iris, tras los cual el tejido fue transferido a una placa de Petri rellena en su base con
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silicona negra (Sylgard) méas buffer PBS 1x frio hasta cubrir el tejido, para evitar su
descomposicion. Bajo un estereoscopio de luz visible, se diseccion6 cada uno de los ganglios
submandibulares, los que se encuentran adheridos a los ductos principales de las glandulas
submandibulares. El pool total de ganglios submandibulares de un raton fue llevado a un tubo

de 1,5 ml y conservados también en hielo.

A todos los tubos obtenidos anteriormente se les agregd 500 pl del reactivo TRIzol
(Invitrogen). Con una mano de mortero desechable para tubos de 1,5 ml (pistilo) se molié
cada tejido hasta no observar restos de ellos, posterior a esto se procedié a homogeneizar las
muestras utilizando una jeringa con aguja de pequefio calibre. Luego, se adicionaron otros
500 pl del reactivo TRIzol y se mezclé con movimiento de vortice, para finalmente

almacenarlos a -20°C.

5.4  Purificacion de RNA total a partir de muestras de médula espinal y ganglio de la raiz

dorsal

Los lisados preparados con TRIzol (Invitrogen) fueron descongelados, mezclados por
movimiento de vortice y divididos en dos tubos de 500 pl cada uno. Se agregaron 100 uL de
cloroformo a cada tubo, agitando manualmente por 20 segundos, y luego se centrifugé a

13,000 g por 15 minutos a temperatura ambiente. Tras esto se obtuvieron aproximadamente
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250 pl de fase acuosa desde cada tubo, la cual fue tomada empleando una punta roma de
micropipeta con filtro de 200 pl evitando alterar la interfase y de esta forma no contaminar
con DNA gendmico la preparacion del RNA total. Las fases acuosas correspondientes a la
misma muestra se juntaron en un tubo de 1,5 ml libre de nucleasas (aproximadamente 500
ul) y se afadieron 500 ul de isopropanol, se agitd vigorosamente y se incubd durante 15
minutos a temperatura ambiente. Tras una centrifugacién a 13,000 g por 15 minutos a 4°C,
se procedio a retirar el sobrenadante, se agregd 1 ml de etanol 75% y se agit6 vigorosamente
hasta que el pellet de RNA se despegd del tubo. El pellet fue recuperado mediante
centrifugacion a 13,000 g por 15 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante por inversion y
se dejo secar por 10 minutos a temperatura ambiente, para luego resuspenderlo en 20 ul de
agua libre de nucleasas. Para aumentar el rendimiento de la resuspension, se incubo la
solucién de RNA a 55°C durante 10 minutos, para luego depositarlas rapidamente en hielo

por otros 10 minutos. Las preparaciones de RNA total fueron almacenadas a -80°C.

55 Estimacion de la concentraciéon de RNA total

Se prepard un gel de agarosa al 2 % en buffer TAE 0,5% tefiido con GelRed (Biotium) a
una concentracion final de 0,125x. Las muestras de RNA fueron preparadas para la
electroforesis en tubos de 1,5 ml, depositando en ellos 1 pl de la muestra de RNA, 3 pl de

agua libre de nucleasas y 4 pl de buffer de carga denaturante para RNA 2 x (R0641, Thermo
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Scientific). Se preparé ademas un tubo 1,5 ml que contenia 1 pul del RiboRuler High Range
RNA Ladder, (SM1821, Thermo Scientific) diluido 1:8 mas 7 ul de buffer de carga
denaturante para RNA 2 x. Las preparaciones fueron mezcladas vigorosamente, y tras una
centrifugacion breve fueron incubados 5 minutos a 55°C, para luego ser incubados en hielo
por otros 5 minutos. Tras una centrifugacion breve, se cargaron las preparaciones en los
pocillos del gel de agarosa y las muestras fueron resueltas en una cdmara de electroforesis
rellena de buffer TAE 0,5 a 100 Volts por 40 minutos. El gel fue registrado en un
fotodocumentador de luz UV (Enduro GDS, Labnet). La imagen obtenida fue analizada
mediante densitometria empleando el programa ImageJ 1.52i (NIH) y la concentracion de
cada muestra fue estimada como la suma de las intensidades correspondientes a las bandas
de los RNA ribosomales 28S, 18S y 5S/5,8S, y el total de intensidad fue transformado a
cantidad (nanogramos) de RNA respecto de las intensidades obtenidas para las bandas del

estandar de RNA de concentracién conocida.

5.6  Sintesis de DNA complementario a partir de RNA total

En un tubo de 0,5 ml libre de nucleasas se mezclaron 2 ug de RNA total, 50 ng de
partidores aleatorios hexaméricos (Invitrogen) 1:5, 1 ul de dNTPs 10 mM (Promega) y agua
libre nucleasas (Ambion) hasta completar 7 pl. Cada una de estas reacciones fueron

incubadas a 23°C por 10 minutos, luego a 65°C por 5 minutos y luego rapidamente puestas
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en hielo, para permitir la hibridacion de los partidores a los RNA mensajeros. Tras centrifugar
brevemente, a cada tubo se le agregd 1 pl de la enzima transcriptasa reversa SuperScriptlV
(Thermo Scientific), 4 ul del buffer de reaccion 5X para SuperScriptlV y 1 ul de DTT 100
mM. Se genero6 una reaccién control de la transcripcion reversa (No RT) que corresponde a
una réplica del tubo de reaccion hecho para la muestra mas concentrada, pero a la que no se
le afiadid la enzima SuperScriptlV. Luego cada tubo fue incubado a 23°C por 10 minutos,
seguido de 55°C por 40 minutos y la enzima inactivada por incubacién a 80°C por 10
minutos. Las preparaciones de cDNA fueron centrifugadas, mezcladas y almacenadas a

-20°C (45).

5.7  Amplificacion mediante PCR en tiempo real

Se empled para la deteccion relativa de los niveles de expresién de un mRNA de interés
con respecto de un gen de referencia. Esto a través de la amplificacion de un cDNA
representativo de los mensajeros presentes en una muestra de RNA total, obtenida por
transcripcion reversa (RT-qPCR). En todos los ensayos se empled el equipo Mx3000P
(Stratagene). La sonda fluorescente empleada como agente intercalante de DNA fue “SYBR-
Green”. El ciclo umbral (Ct) se definié como el ciclo en el que la fluorescencia del DNA
amplificado fue mayor a la fluorescencia umbral, calculada mediante el método basado en

amplificacion (amplification-based threshold). La cuantificacion relativa de la muestra se
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realiz6 por el método del AACt (46). Basicamente, se determind directamente la diferencia
entre Ct del gen de interés (CbIn2, Fam219al, Hpse, Mrgprd, Ntm, Smr2 o Trpal) y Ct de un
gen de referencia (B2m y Actb). Luego se contrasto esa diferencia con el ACt calculado para

la muestra de Médula Cervical (MC), quedando normalizado los valores con respecto a este.

Las reacciones de amplificacion (12,5 ul final) fueron realizadas en tubos de 0,2 ml de
tapa tipo domo transparentes (Axygen). Se empled el kit 5x HOT FIREPol® EvaGreen®
gPCR Mix Plus ROX (Solis Biodyne), 500 nM de cada partidor especifico (sentido y
antisentido para los genes Actb, B2m y Gapdh) y 2 ul de cada reaccion de DNA copia o del
control (No RT) diluido 1:5 en agua libre de nucleasas. Se adiciond una reaccién de control
negativo de PCR (NTC) a la cual se agreg6 2 ul de agua libre de nucleasas como templado.
Las reacciones de amplificacion fueron llevadas a cabo en un termociclador en tiempo real
Mx3000P (Stratagene) con el siguiente programa de amplificacion: 1 ciclo de 95°C por 12
minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 20 segundos y 72°C por 20 segundos.

Al final de la amplificacion se realizé un ciclo de andlisis de curva de disociacion.

5.8  Amplificacion mediante PCR convencional

Las reacciones de amplificacién fueron realizadas en tubos de 0,2 ml de tapa plana
transparentes (Axygen). Se empled el kit GoTaq G2 Green Master Mix, 2x (Promega), 500

nM de cada partidor especifico (sentido y antisentido para los genes Hpse, Mrgprd y Gapdh
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de ratén) y 2 ul de cada reaccion de cDNA o del control (No RT) diluido 1:3 en agua libre
de nucleasas. Se adicion6 una reaccion de control negativo de PCR (NTC) al cual se afiadio
2 ul de agua libre de nucleasas como templado. Las reacciones de amplificacion fueron
llevadas a cabo en un termociclador (Genemate T960 Heal Force), con los siguientes
programas de amplificacion. Hpse y Gapdh: 1 ciclo de 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de 95°C
por 45 segundos, 60°C por 20 segundos y 72°C por 20 segundos, seguido de 1 ciclo de 72°C
por 5 minutos y 1 ciclo de 4°C por 5 minutos. Para el gen Mrgprd se realizd el mismo
programa disminuyendo la cantidad de ciclos de 35 a 27, manteniendo el resto del programa

sin cambios.

A continuacion, se indican las secuencias de los oligonucle6tidos que se utilizaron:

Cbln2
#75 Fwd_mCbIn2_02: 5’- TCTTCCCTGGGCATTTCTGT -3’

#76 Rev_mCbIn2_02: 5’- GAGGCAAGGTCAAAGTGGTT -3’

Fam19al
#77 Fwd_mFam19al 01: 5’- CAAGAAACCGACCTTCCTGT -3’

#78 Rev_mFaml19al_01: 5’- GGTTCTTGGGTGAATTCGTG -3’
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Hpse

#79 Fwd_mHpse_02: 5°’- TCTCCACTGCACTAACGTCT - 3’

#80 Rev_mHpse_02: 5’- TGACCGTTCAGTTGGACAGA -3’

Mrgprd

#81 Fwd_mMrgprd_01: 5°- TCTGCGTCCAATTCTGGCAT -3’

#82 Rev_mMrgprd_01: 5°- TCTCTGCATCAGGCTGTTCT -3’

Ntm

#83 Fwd_Ntm_03: 5’- GCCACCTTTCCCAAAGCTAT -3’

#84 Rev_mNtm_03: 5’- TACTGGGTCTGGGTGTTACT -3’

Smr2

#85 Fwd_mSmr2_01: 5’- GAACAGACTGCTTCTGACCA -3’

#86 Rev_mSmr2_01: 5’- AAGAACCCAGAGGACAAATACC -3
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Smr2

#87 Fwd_mSmr2_02: 5’- GATGAAGCCACTGTGTTTGGTC - 3’

#88 Rev_mSmr2_02: 5’- GTGGTCTTGTAGGATCATGCTG - 3’

Trpal

#89 Fwd_Trpal_01: 5’- CACAATGGCTGGACTGCTTT -3’

#90 Rev_ Trpal_01: 5’- CATTGCAACAGCCTTGGCAT -3’

Actb

#21 Fwd_mrActb: 5’- TGGCTCCTAGCACCATGAAGAT -3’

#22 Rev_mrActb: 5’- AAACGCAGCTCAGTAACAGTC - 3’

B2m

#31 Fwd_mB2m_02: 5’- TCGGTGACCCTGGTCTTTCT - 3°

#32 Rev._ mB2m_02: 5’- TCAATGTGAGGCGGGTGGAA - 3’
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Gapdh
#101 Fwd_Gapdh: 5’- CATGGCCTTCCGTGTTCCTA -3’

#102 Rev_Gapdh: 5’- CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT -3’

5.9  Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos obtenidos en la PCR

Se prepard un gel de agarosa al 2 % en buffer TAE 0,5x tefiido con GelRed (Biotium) a
una concentracion final de 0,125x. Para las muestras de DNA de los genes: Hpse y Gapdh
fueron preparadas para la electroforesis mezclando 1 pl de la muestra del producto de PCR
con 29 ul de agua libre de nucleasas, generando una dilucion 1:30. Luego se tomd 5 ul de la
dilucion de Hpse y se cargd directamente, mientras que para la muestra de Gapdh se tomaron
5 ul de la dilucion y 1 ul de DNA Gel Loading Dye 6x (R0611, Thermo Scientific). Para la

muestra de DNA del gen Mrgprd se cargo 5 pul directamente de la PCR al gel de agarosa.

Se prepard también 1 pl del GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (SM0243,
Thermo Scientific) diluido 1:8 mas 7 ul de DNA Gel Loading Dye 6. Las muestras fueron

cargadas en los pocillos del gel de agarosa y resueltas en una cAmara de electroforesis rellena
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de buffer TAE 0,5x a 100 Volts por 40 minutos. ElI gel fue registrado en un

fotodocumentador de luz UV (Enduro GDS, Labnet).

5.10 Anadlisis de la electroforesis por densitometria

Para el analisis densitométrico de la PCR convencional para el gen Hpse, se utiliz6 el gen
de referencia Gapdh para normalizar la expresion. Para ello se relaciona el area bajo la curva
que genera la sefial de la banda de Hpse, en pixeles y se divide por la medida correspondiente
a la misma muestra del gen de referencia. De esa forma se puede calcular, estimando una
relacion entre la banda del gen de interés Hpse, con el gen de referencia. Luego se calcula la
expresion relativa del gen utilizando la muestra base, en este caso la correspondiente a
médula cervical (MC). Se utiliz6 el programa ImageJ 1.5n de Fiji, para realizar el analisis de

densitometria.

35



6. RESULTADOS

6.1  Analisis del RNA total purificado desde muestras de tejido nervioso de medula

espinal, ganglio espinal y ganglio submandibular desde ratones BALB/c adultos.

Inicialmente, se diseccionaron ratones BALB/c adultos (N=4) desde los cuales sélo se
obtuvo secciones cervicales, toracicas y lumbares de la médula espinal (spinal cord, SC) y
un pool de ganglios espinales de la raiz dorsal (dorsal root ganglia, DRG) segun se indica
en métodos. Para la purificacion del RNA total, y bajo un protocolo estricto de manipulacién
para prevenir la contaminacion con RNAsas, las muestras de tejido fueron lisadas en
presencia del reactivo TRIzol (Thermo Scientific). Tras agregar cloroformo, agitar y
centrifugar, se generan 2 fases siendo la fase acuosa superior la fraccién que contiene el RNA
total. Este RNA total fue precipitado con isopropanol, lavado con etanol 70% y resuspendido
en agua libre de nucleasas, para luego ser analizado mediante electroforesis en gel de agarosa

(Figura 2).
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Figura 1. Esquema secuencial de las etapas de obtencion y procesamiento de las
muestras de médula espinal: porciones cervical (C), torécica (T), lumbar (L) y ganglios

espinales (G).

Los tejidos fueron obtenidos a partir de expulsion hidraulica y el procesamiento de extraccion
de RNA por medio del método de TRIzol. La adicion de cloroformo seguida de
centrifugacion promueve la separacién en dos fases, una acuosa superior y otra inferior
organica. EIl RNA permanece exclusivamente en la fase acuosa, mientras que el DNA
gendmico se encuentra en la interfase. Las proteinas permanecen en la fase organica. Fuente:

Villegas, M. Caracterizacion molecular de subpoblaciones neuronales presentes en médula
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espinal, ganglio espinal de la raiz dorsal y ganglio submandibular de raton Adaptado de

Villegas, M. (47).

Ratén 1 Ratén 2 Ratén 3
RNA MC MT ML DRG GSM MC MTI ML DRG GSM MC MT ML DRG GSM

400
333& b (- o b e B (28

T - - " — - e e e { 18S

500 L 4 58S
700 /_

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa del RNA total obtenido de las muestras de

médula espinal y ganglio espinal desde ratones BALB/c adultos.

Se indican los RNA totales purificados desde los segmentos cervical, toracico y lumbar de
médula espinal (MC, MT y ML, respectivamente), el pool de ganglios de la raiz dorsal (DRG)
y ganglio submandibular (GSM), por cada raton. Se cargé ademas un estandar de RNA
(RiboRuler High Range RNA Ladder, Thermo Scientific) de concentracion conocida, el que
fue empleado para el analisis densitométrico para la estimacion de la concentracion de las
muestras de RNA total. La electroforesis fue realizada en un gel de agarosa nativo al 1% en
buffer TAE 0,5x tefiido previo a la corrida con 0,125x GelRed (Biotium). La corrida

electroforética se realizé a 100 volts por 40 minutos. Se indican las bandas correspondientes
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a los RNA ribosomales de las subunidades mayor (28S y 5S-5,8S) y menor (18S) del
ribosoma. rnt: ribonucle6tidos. La imagen ha sido editada entre la muestra de DRG y GSM
del raton 1 debido a errores de carga para facilitar la comprensién de los resultados. Fuente:

Elaboracion propia.

En la Figura 2 se observan las bandas correspondientes a los RNA ribosomales 28S, 18S
y 5S-5,8S, en los tamarfios en los que deberian migrar (4.800 rnt, 1.900 rnt y 120-160 rnt,
respectivamente) lo que indica que no existe degradacién evidente en las muestras
purificadas. La concentracion de las muestras fue estimada mediante densitometria de la
imagen de la electroforesis en gel de agarosa, lo que tiene dos ventaja: la primera, su
sensibilidad (2 ng de RNA por banda en un gel tefiido con GelRed, 5 veces mas sensible que
el bromuro de etidio) lo que permite cuantificar muestras con bajo rendimiento, y la segunda
es que no es susceptible a interferentes como si ocurre con la cuantificacién por absorbancia
(compuestos fendlico, alcoholes y azlcares) que comunmente co-purifican con el RNA
proveniente de tejidos ricos en ellos (musculo esquelético, higado y tejido nervioso). La
concentracion de cada RNA se estima a partir de la suma de intensidades de las tres bandas
de RNA visibles en el gel. El rendimiento de esta purificacion fue bajo (30 ng/pl como
minimo), lo que obligd a realizar una sola reaccion de DNA copia por muestra, reduciendo

el nimero de genes de referencia que se pudo analizar por PCR en tiempo real.
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6.2  Analisis relativo de la expresion mediante RT-gPCR de los genes candidatos a
marcadores de subpoblaciones neuronales Cbin2, Fam19al, Hpse, Mrgprd, Ntm, Smr2 y
Trpal, desde las muestras de cDNA generadas a partir del RNA total desde médula espinal,

ganglios espinales y ganglio submandibular de raton.

Se realizaron las amplificaciones mediante PCR en tiempo real de los genes de intereés:
CbIn2, Fam19al, Hpse, Mrgprd, Ntm, Smr2 y Trpal desde las librerias de cDNA generadas
desde las diferentes muestras de medula espinal y ganglio espinal. Para esto, se utiliz6 el
método de AACt para el andlisis de datos de expresion relativa, utilizando como genes de

referencia Actb y B2m.

Este método consiste en determinar directamente la diferencia entre Ct del gen de interés
y Ct de gen de referencia para una condicion determinada y luego contrastarla con una
condicidn control (46). Primero se calcul6 el ACt restando el Ct del gen de referencia al Ct
del gen de interés. Luego se considerd la muestra de médula cervical (MC) como el estado
basal de expresion de los genes de interés, condicién control, y con ello se calcul6 el valor
del AACt. Siendo este valor la sustraccion entre el estado basal de expresion, correspondiente

al MC y el ACt del gen de interés calculado anteriormente.
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El valor del AACt obtenido para cada gen de referencia, tanto Actb como B2m, es
utilizado en la ecuacion: 222<t, El valor obtenido determina la expresion relativa del gen de

interés con respecto a la expresién en médula cervical (Figura 3 y Figura 4).

En la Figura 3 se evidencia que los niveles de los genes candidatos CbIn2, Fam19al, Hpse
y Mrgprd se expresa en niveles similares en los tejidos correspondientes a la médula en sus
tres niveles: cervical, toracica y lumbar. Sin embargo, el gen Mrgprd se expresa de forma
exclusiva en el ganglio espinal (DRG) (Figura 3D), con una expresion relativa promedio de
1000 veces sobre MC y que corresponde a una nula expresion en MC, MT, ML y GSM. De

igual forma, Trpal presenta una expresion especifica en DRG (Figura 4D).

A pesar de presentar una expresion similar en médula y ganglio espinal, CbIn2, Fam19al
y Ntm no se expresan en el tejido de ganglio submandibular (GSM) (Figura 3A'y 3B, Figura
4A). Sin embargo, Hpse mostré los niveles méas altos en GSM (Figura 3C), aunque no se
encontrd una diferencia significativa en la expresion relativa de este gen entre los tejidos,

debido a que este set de partidores genera dimeros de primer (Figura 5).

Para el gen Smr2, se probaron 2 set de partidores, el primero (Smr2 1) amplifica las
isoformas 1, 2 y 3, mientras que el segundo (Smr2 2) amplifica las isoformas 2, 3y 4. En la
Figura 4 se observa que Smr2 se expresa solo en DGR y GSM, sim embargo el set de

partidores Smr2 1 mostro valores de expresion relativa mayores al set 2, y similares a los
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niveles de expresion en DRG. El set de partidores 1 amplifica diferencialmente la isoforma
1 de Smr2, por lo que estos resultados sugieren que a pesar de que méas de una isoforma se
expresa en GSM, la isoforma 1 de Smr2 seria la isoforma preferencial en el ganglio

parasimpético.
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Figura 3: Expresion relativa de los mMRNA de los genes candidatos de marcadores de
subpoblaciones neuronales Cbin2, Fam19al, Hpse y Mrgprd, en muestras de médula

espinal y ganglio espinal de raton.

Gréfico de barras indicando el promedio de los valores de expresién relativa de cada gen,

analizados mediante RT-gPCR y contrastado con la condicion control. A) Cbin2. B)

43



Fam19al. C) Hpse. D) Mrgprd. Los datos calculados son presentados como veces sobre el
promedio de los valores de expresion del gen en médula cervical. Las barras de error indican
el error estandar (SE). Se realizd una comparacion sobre los promedios de los valores para
cada gen entre los tejidos versus el GSM, mediante un test de Student no apareada de dos
colas, que se indica como corchetes. (n.s.: no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001). MC, MT y ML hacen referencia a las muestras de médula espinal
cervical, toracica o lumbar, respectivamente. DRG: ganglio espinal de la raiz dorsal. GSM:

ganglio submandibular. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4: Expresion relativa de los mMRNA de los genes candidatos de marcadores de

subpoblaciones neuronales Ntm, Smr2 (1), Smr2 (2) y Trpal, en muestras de médula

espinal y ganglio espinal de raton.

45



Gréfico de barras indicando el promedio de los valores de expresion relativa de cada gen,
analizados mediante RT-qPCR y contrastado con la condicién control. A) Ntm. B) Smr2 (1).
C) Smr2 (2). D) Trpal. Los datos calculados son presentados como veces sobre el promedio
de los valores de expresion del gen en médula cervical (MC). Las barras de error indican el
error estandar (SE). Se realizé una comparacion sobre los promedios de los valores para cada
gen entre los tejidos versus el GSM, mediante un test de Student no apareada de dos colas,
que se indica como corchetes. Para el gen Smr2 se utilizaron 2 pares de partidores, indicados
como (1) y (2), ya que este gen presenta 4 isoformas. El primer Smr2 (1) se disefi6 en la
region conservada de las isoformas 1, 2 y 3. Mientras que el primer Smr2 (2) para las
isoformas 2, 3 y 4. (n.s.: no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001). MC, MT y ML hacen referencia a las muestras de médula espinal cervical, toracica
0 lumbar, respectivamente. DRG: ganglio espinal de la raiz dorsal. GSM: ganglio

submandibular. Fuente: Elaboracion propia.

6.3 Analisis de los partidores utilizados para la RT-qPCR de los genes Hpse y Mrgprd

por medio de la curva de disociacion.

Como quedo en evidencia en la Figura 3C, el gen Hpse puede ser un buen candidato para
caracterizar una subpoblacién neuronal en el ganglio submandibular, pese a no presentar una

diferencia significativa en la expresion relativa de este gen. Esto es debido a que el set de
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partidores disefiados genera dimeros de partidores (Figura 5), explicando asi la similar
expresion relativa en los diferentes tejidos. Caso similar, pero en menor escala, ocurre con el
gen Mrgprd (Figura 6), que también forma dimeros de partidores que interfieren con el

analisis de expresion.

Para ambos genes se analizé la curva de disociacion de la RT-gPCR realizada arrojando
para el gen Hpse un peak elevado de producto inespecifico por dimero de primer a una
temperatura menor que la del producto especifico (Tm dimero de primer = 78°C, Tm producto
especifico = 86°C). Este peak de dimero de primer es mas pronunciado en las muestras que
amplifican poca cantidad del producto especifico, lo cual se puede observar en la Figura 6,
donde la muestra de médula cervical (MC, Hpse) posee una gran sefial a una baja
temperatura, que no corresponde a la del producto especifico del primer. Patrén observado
tanto en las muestras No RT y NTC (no mostradas en el grafico) para ambos genes

analizados.

El andlisis de la expresion relativa de este gen en las diferentes muestras (MC, MT, ML,
DRG y GSM), se ve afectado por el gran peak de sefial generado por los dimeros de primer.
Junto a ello, si se analiza el peak del producto especifico (Tm = 86°C), se desprende que la
mayor expresion ocurre en la muestra de ganglio submandibular, seguido de la medula
lumbar, ganglio espinal de la raiz dorsal, médula toracica y médula cervical. En donde en la

mayoria de ellos el peak del dimero de primer es superior al del producto especifico.
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Para el caso del gen Mrgprd (Figura 6), también se evidencia un peak a una temperatura
inferior a la del producto especifico (Tm dimero de primer = 78°C, Tm producto
especifico = 89°C), pero en este caso en particular, a diferencia del Hpse, la sefial del

producto especifico registrado es generada solo por un tejido (DRG).

Como los partidores para ambos genes de interés generan dimero de primer, se recurrio a
la PCR convencional para el andlisis de la expresion de estos en los diferentes tejidos. Para
ello se analizé el Ct registrado por la RT-gPCR y se estimd un programa con un menor
numero de ciclos para poder compensar la presencia de los dimeros de primer. Para este
protocolo se utilizé un gen de referencia (Gapdh), que al igual que el gen Hpse se utiliz6 un

programa de 35 ciclos, mientras que para Mrgprd se disminuyo a 27 ciclos.
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Figura 5: Curva de disociacion correspondiente a la RT-qPCR del gen Hpse.

Anadlisis de la curva de disociaciéon del ensayo RT-qPCR para el gen Hpse. El rango de
temperatura de disociacion se extiende desde los 55°C hasta los 94°C. El peak a menor
temperatura (78°C) corresponde a dimeros de primer que pueden formarse durante la
reaccion. El peak de mayor intensidad (ubicado a la derecha, 86°C), corresponde al producto
especifico amplificado del gen estudiado. MC, MT y ML hacen referencia a las muestras de

médula espinal cervical (amarillo), tordcica (azul) o lumbar (rojo), respectivamente.
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DRG: ganglio espinal de la raiz dorsal (verde). GSM: ganglio submandibular (naranjo).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6: Curva de disociacion correspondiente a la RT-qPCR del gen Mrgprd
Analisis de la curva de disociacion del ensayo RT-qPCR para el gen Mrgprd. El rango de
temperatura de disociacion se extiende desde los 55°C hasta los 94°C. El peak a menor



temperatura (80°C) corresponde a dimeros de primer que pueden formarse durante la
reaccion. El peak de mayor intensidad (ubicado a la derecha, 88°C), corresponde al producto
especifico amplificado del gen estudiado. MC, MT y ML hacen referencia a las muestras de
médula espinal cervical (amarillo), torécica (azul) o lumbar (rojo), respectivamente.
DRG: ganglio espinal de la raiz dorsal (verde). GSM: ganglio submandibular (naranjo).

Fuente: Elaboracion propia.
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6.4  Anadlisis de la expresion mediante PCR de los genes Hpse, Gapdh y Mrgprd, desde
las muestras de cDNA generadas a partir del RNA total desde médula espinal, ganglios

espinales y ganglio submandibular de raton.

Como se mostr6 anteriormente, los primer utilizados para los genes candidatos: Hpse y
Mrgprd, forman dimeros de primer durante la RT-gPCR (Figura 5 y Figura 6). Es por ello
por lo que el analisis de las expresiones relativas, que utilizan los Ct obtenidos de ese ensayo
no reflejan la expresion real del mMRNA (Figura 3C y 3D). Para ello se realiz6 una PCR

convencional con los mismos partidores, pero disminuyendo los ciclos del programa.

Se analizo el gréfico de amplificacion de cada gen para determinar la cantidad de ciclos
necesarios para poder observar el producto especifico. Para el caso de Hpse, se redujo el
programa de RT-gPCR que contemplaba 40 ciclos, quedando en un programa de 35 ciclos
de PCR convencional. Mientras que para el gen Mrgprd se estipulé un programa de 27 ciclos.

Se utilizé el gen Gapdh como referencia para la realizacion del ensayo.

Al realizar el analisis de la electroforesis de los productos del ensayo de PCR (Figura 7),
se tiene que para el gen Hpse, se obtuvo una banda cercana a los 200pb, la que corresponde
al amplicon esperado (192 pb). Banda que queda en evidencia tanto para las muestras de

DRG como de GSM.
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En la corrida electroforética para el gen Mrgprd, se observa una banda entre los 100 y
200pb, la cual corresponde al producto especifico de 152 pb, que se puede apreciar
claramente en las muestras de DRG. Ademaés de esa banda queda en evidencia en todas las
muestras, un fragmento de tamafio inferior a los 100 pb, lo que corresponde a los dimeros de

primer.

Al analizar el gen de referencia (Gapdh), se puede apreciar una homogeneidad de las
bandas presentadas en todos los tejidos, de un tamafio un poco mayor a los 100 pb. Ademas,
de presentarse en todos los tejidos de forma similar, también se registra una banda del

producto especifico en la muerta -RT, del cual se abordara mas adelante.

Cabe sefalar que tanto la muestra de Hpse como la de Gapdh fueron diluidas 1:30 antes
de ser cargadas. Mientras que la muestra de Mrgprd fue cargada sin dilucion previa. Es por

ello por lo que se evidencia los dimeros de primer.

Al realizar un analisis por densitometria de la electroforesis correspondiente al gen Hpse,
se pudo evidenciar pequefas intensidades de bandas bajo los 100 pb, lo que indica la
presencia de dimeros de primer. Estos no se perciben de manera tan evidente como los de la
muestra Mrgprd, debido a la dilucion antes de cargar las muestras. Los resultados de la

densitometria indican que existe una diferencia significativa en la cantidad de expresion

53



relativa de este gen en comparacion con las muestras de médula cervical (MC), toracica

(MT), lumbar (ML) y de la muestra de ganglios dorsales (DRG).

Ratén 1 Ratén 2 Ratéon 3
DNA | MC MT ML DRG GSM | MC MT ML DRG GSM| MC MT ML DRG GSM | -RT NTC
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Figura 7: Andlisis electroforético de los productos de amplificacion obtenidos desde las
reacciones de RT-PCR para Hpse, Gapdh y Mrgprd en las muestras de médula espinal,

ganglio espinal y ganglio submandibular.

Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacién por PCR para los
genes Hpse y Mrgprd, junto al gen de referencia Gapdh (indicados al lado derecho de la
figura), desde los segmentos cervical, toracico y lumbar de la médula espinal (MC, MT y

ML, respectivamente), junto al pool de ganglios de la raiz dorsal (DRG) y ganglio
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submandibular (GSM) para cada raton. Las muestras fueron diluidas 1:30 (excepto para
Mrgprd que se cargo sin diluir). En el pocillo de la izquierda se cargd el marcador de peso
molecular 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) diluido 1:30. La corrida electroforética
se realiz6 a 100 volts por 40 minutos, en donde tanto para Hpse como para Gapdh se utilizo

un programa de 35 ciclos, mientras que para Mrgprd uno de 27. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 8: Analisis por densitometria de la expresion del gen de interés Hpse en las

muestras de médula espinal, ganglio espinal y ganglio submandibular.

Gréfico de barras indicando el promedio de la expresion relativa de Hpse con respecto la
muestra basal (MC). Las barras de error indican el error estandar (SE). Se realiz6 un analisis
densitométrico del gel de agarosa al 2%, en donde se calculo la expresion relativa de la
muestra Hpse, normalizando el valor con el gen de referencia Gapdh. La comparacion sobre
los promedios de los valores para cada gen entre los tejidos versus el GSM se realizé
mediante un test de Student no apareada de dos colas, que se indica como corchetes. (**p <

0,01; ***p < 0,001). MC, MT y ML hacen referencia a las muestras de médula espinal
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cervical, toracica o lumbar, respectivamente. DRG: ganglio espinal de la raiz dorsal. GSM:

ganglio submandibular. Fuente: Elaboracion propia.
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7. DISCUSION

Por medio de los experimentos de RT-qPCR y PCR convencional descritos anteriormente,
se busco definir subpoblaciones neuronales a partir del perfil de expresion de genes
marcadores, en tres tejidos distintos: médula espinal (MC, MT y ML), ganglio de la raiz
dorsal (DRG) y ganglio submandibular (GSM). Los genes analizados CbIn2, Fam19al, Hpse,
Mrgprd, Ntm, Smr2 y Trpal, fueron seleccionados pues segun recientes reportes, hay
evidencia de que estos genes permiten la identificacion de subtipos de neuronas
sensoriales (16). Pese a que no se expresen de forma homogénea en todos los tejidos, la
determinacion de la expresion en distintas muestras resulta Gtil para poder diferenciar una

poblacién neuronal de otra.

Primero se analizd la expresion relativa de CbIn2 (Figura 3A), en donde se obtuvo una
baja expresion en ganglio submandibular (GSM), con respecto a la muestra de médula
cervical (MC), utilizada como condicion basal en el anélisis de la expresion. Mientras que
para las muestras de médula espinal (MT y ML) como la de ganglio de la raiz dorsal (DRG),
se ve una expresion similar a la de la MC. Caso similar ocurre para el gen Fam19al (Figura
3B), donde la expresion relativa de este gen es casi nula en la muestra correspondiente a
GSM, teniendo una diferencia significativa con las demas muestras. Al igual que con CbIn2,
los niveles de expresion relativos para MT, ML y DRG se asemejan bastante a la condicion
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basal seleccionada (MC), lo cual coincide con la literatura, ya que se ha reportado que existe

altos niveles de expresion de mRNA en areas del cerebro y medula (20).

El analisis por AACt para el gen Hpse no arroja diferencias significativas al comprar la
expresion relativa calculada (Figura 3C) para los tejidos analizados. Pero si se observa la
curva de disociacion de la RT-qPCR para este gen (Figura 5), se evidencia la presencia de
dimero de primers, por el peak a una Tm inferior a la esperada por el producto especifico. Es
mas, si se analizaran los valores de Cts (Treshold Cycle) obtenidos para la gPCR de este gen,
de inmediato se infiere que algo difiere de lo esperado, debido a que los controles utilizados
(-RT y NTC) dan ciclos de amplificacion umbral similares a los de las muestras. Situacion
parecida ocurre con el gen Mrgprd, que también presenta dimeros de primer evidenciados en
la curva de disociacion (Figura 6). En este caso no es tan evidente como para Hpse, debido a
la elevada expresion relativa de este gen en DRG aminora en cierta forma el producto
inespecifico generado en la gPCR. La exacerbada expresion relativa de Mrgprd en DRG era
esperada, debido a que se conoce que en el modelo murino la expresion de este gen es elevado
en un subconjunto de neuronas sensoriales (34), es mas un subgrupo de neuronas sensoriales
que detectan estimulos de dolor expresa MRG. Siendo este gen un perfecto marcador de

subpoblacion neuronal para este tejido (DRG).

Aun asi, para ambos genes que presentaron dimero de primer (Hpse y Mrgprd), se optd

por volverlos a analizar, pero mediante una PCR convencional, utilizando el mismo par de
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partidores. Se disminuy6 la cantidad de ciclos para asegurar la generacion del amplicon
especifico esperado, para ello se utilizo el gréfico de amplificacion de lagPCR y se determind
el nimero de ciclos necesarios para ver expresion del gen de interés. Como el gen Mrgprd
tiene una expresion relativa mucho mayor en DRG que en los demas tejidos, se disminuyd la
cantidad de ciclos de 40, utilizados en la gPCR a 27 para el protocolo de la PCR
convencional. Mientras que el gen Hpse quedd en 35 ciclos al igual que el gen de referencia

utiliza Gapdh, debido al nivel de expresion en los distintos tejidos.

En el anélisis electroforético de los productos de ampliacién obtenidos por PCR, se
visualiza claramente los dimeros de primer para el gen Mrgprd, evidenciandose como una
banda de un tamario inferior a los 100 pb en todos los carriles, incluidas las muestras control
-RT (no RT) y de -templado (NTC). Para el gen de interés Hpse, no se evidencia los dimeros
de primer como en la muestra de Mrgprd, y esto es debido a la dilucién realizada antes de
cargar. Tanto las muestras de Hpse como Gapdh, fueron diluidas 1:30. Lo que explicaria la

ausencia de bandas de dimeros de primers para Hpse.

Ahora si se analizase el gen de referencia utilizado, Gapdh, se puede apreciar bandas
homogéneas en todas las muestras. Es mas, en la muestra -RT se evidencia un producto
especifico cuando no debiese de haber amplificacion. El tubo de -RT, a diferencia del NTC

posee muestra de RNA total, pero carece de la enzima SuperScript IV RT, con lo cual no
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debiese tener templado alguno para poder producir un producto especifico. Este fendmeno

ya ha sido descrito anteriormente (48).

Se ha reportado que la enzima Taq DNA polimerasa, utilizada habitualmente en los
protocolos de PCR, a concentraciones de magnesio por sobre los 2 mM de MgCl presenta
actividad transcriptasa inversa (48). Si se revisa el protocolo de trabajo utilizado para la PCR
convencional, la mezcla de reaccion utilizando GoTaq G2 Green Master presenta una
concentracion de MgCl> de 2 mM y explicaria la aparicion de la banda de Gapdh en el control

negativo de RT (no RT) ya que es el mensajero méas abundante en nuestro estudio.

Lo que se desprende del andlisis por densitometria (Figura 8) es que los niveles de
expresion de Hpse presentan una diferencia significativa con las muestras de médula espinal
(MC, MT y ML) y a la del ganglio de la raiz dorsal (DRG). Con este analisis se puede
comprobar los errores que puede conllevar el no revisar la curva de disociacion en protocolos
de gPCR. Los niveles de expresion relativa de Hpse no presentaron diferencias significativas
con ninguna muestra analizada, debido a que la sefial de los dimeros de primer gener6 un
falso positivo para las muestras (Figura 3C). Luego de realizar una PCR convencional, y
utilizando el mismo par de partidores, se puede mejorar el resultado, ya que en el anélisis
densitométrico si existe una diferencia significativa en la cantidad de Hpse del GSM con el
resto de las muestras. El gen Hpse presenta una expresion preferencialmente en el ganglio

submandibular
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Si se sigue analizando los niveles de expresion de los demas genes, se tiene que para el
gen Ntm (Figura 4A), la expresion relativa entre las muestras de médula espinal son
superiores a las de DRG y GMS. Sin embargo, y pese a que estos dos ultimos tejidos
presentan niveles relativos de expresion bajos de Ntm, aun asi, existe una diferencia
significativa entre ellos. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado previamente,
donde Ntm mostro altos niveles de expresion en ganglios de la raiz dorsal (DRG) y médula

espinal (SC) (36).

Los resultados de la expresion relativa del gen Trpal, confirman que puede servir como
un marcador de neuronal para DRG. Debido a que su expresion es significativamente mayor
que las deméas muestras. El gen Mrgprd, también es un candidato para una clasificacion de
poblaciones neuronales en DRG. Se ha reportado que Trpal se expresa en el ganglio cervical
superior, aunque al tratarse de un canal cationico no selectivo activado por el frio, su
expresion en un subconjunto de neuronas sensoriales debiese ser mucho mayor, como el

reportado en la Figura 4D (25-27).

Finalmente se tiene al gen Smr2, que se analiz6 con 2 pares de partidores debido a las 4
isoformas que presenta. Como su region conservada solo permitia genera un partidor para las
isoformas 1, 2 y 3, se generaron 2 partidores. Smr2 (1) como se mencion0 para las primeras

3 isoformas, mientras que el set de partidores Smr2 (2) servia para las isoformas 2, 3 y 4.
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Debido a la peculiar confeccion de oligonucle6tidos para este gen se puede analizar un poco

mas que el resto.

Primero se tiene la expresion relativa de Smr2 (1) (Figura 4B), en donde se desprende que
para las muestras de DRG como GSM se obtienen valores elevados con respecto a la muestra
de MC. Aun asi, no presenta una diferencia significativa entre ellos, mientras que las
muestras de médula espinal tienen una expresion relativa menor. Ocurre lo mismo con la
expresion del otro set de primer Smr2 (2) (Figura 4C), tanto DRG como GSM presentan una
elevada expresion relativa con respecto a MC. Nuestros resultados concuerdan con lo
reportado previamente sobre la expresion de Smr2 en GSM. A su vez, este gen participa en
la regulacion de percepcion sensorial al dolor, lo que explicaria su nivel de expresion en

DRG (38).
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8. CONCLUSION

Tras el analisis de los niveles relativos de expresion de los genes candidatos: Cbin2,
Fam19al, Hpse, Mrgprd, Ntm, Smr2 y Trpal, en muestras de ganglio espinal, médula dorsal
y ganglio submandibular de raton, de acuerdo a sus perfiles de expresion se puede definir a
Mrgprd y Trpal como marcador especifico o de expresion preferencial en DRG, mientras

que Hpse se puede definir como marcador especifico o de expresion preferencial en GSM.

Pese que Smr2 no presente una diferencia significativa con respecto a los niveles de
expresion relativa entre GSM y DRG, es un gen de interés que se debiese seguir estudiando

debido a representa una subpoblacién neuronal.

En el caso del Hpse, mostrd ser un gen de alta expresion en ganglio submandibular
respecto de DRG, a pesar de que el set de partidores disefiados dist6 de lo 6ptimo, por lo que
el analisis de los datos para el ensayo de gPCR, se vieron afectados por la presencia de los
dimeros de primer, lo cual influyé en el valor de los Cts, arrojando que no existe diferencia

significativa en la expresion relativa de este gen en los distintos tejidos estudiados. Es por
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ello por lo que se deben disefar otros oligonucleo6tidos que no generen dimeros de primer y

asi lograr cuantificar la diferencia de expresion relativa.

De todas formas, se disefi0 otro protocolo experimental para poder sobrellevar la
presencia de dimeros de primer en el estudio. Se realiz6 una PCR convencional a menor
cantidad de ciclos, para prevenir que la formacion de los dimeros de primer puedan afectar
el anlisis de los datos nuevamente. Tras el anélisis del gel de agarosa al 2% por densitometria
y utilizando un gen de referencia, como el Gapdh, se pudo ver la expresion relativa de Hpse
con respecto a la muestra de médula cervical. Arrojando una diferencia significativa de la
expresion del gen en ganglio submandibular (GSM) frente a todas las demas muestras, MC,
MT, ML y DRG. Verificando la hipétesis del trabajo, debido a que el gen Hpse define una

subpoblacion neuronal.

Para el caso del Smr2, este estudio deja la posibilidad abierta a que una de sus isoformas,
del RNA mensajero, en especifico la 1, pueda servir como un marcador de subpoblaciones

neuronales en GSM. Mientras que la isoforma 4, pueda servir como marcador para DRG.
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