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Obtencion y expansion de células troncales intestinales para la sintesis de organoides y su caracterizacion biologica
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Resumen

Las células epiteliales intestinales (CEI) constituyen elementos centrales
en el sensado de la composicién de la microbiota, en el mantenimiento de
la integridad del compartimento intestinal como barrera fisica y en la
interaccion con diferentes células del sistema inmune local. Un reemplazo
continuo de células diferenciadas mantiene la homeostasis del epitelio
intestinal a través de la replicacion de células madre intestinales (CMI)
ubicadas dentro de las criptas. En enfermedades inflamatorias
intestinales (EII) (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), alergia
alimentaria (AA) y en cancer de colon colorrectal (CCR) se ha demostrado
que una disbiosis puede dar origen a procesos inflamatorios crénicos con
un desbalance en las poblaciones celulares. Por lo tanto, el estudio de
estas células, asi como la interaccién con la microbiota resultan
esenciales para una mejor comprension de la homeostasis intestinal.

Nuestro grupo muestra una trayectoria en estudios relacionados con el
sistema inmune de la mucosa intestinal y patologias inflamatorias, tales
como EIl y alergia alimentaria, y en la optimizacién de las condiciones de
cultivo de CEI humanas y murinas primarias junto a la sintesis de
membranas de colageno bovino orientadas. Hemos logrado que las CEI

aisladas de intestino murino y humano sobrevivan al removerlas del
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tejido, hemos identificado la presencia de células Lgr5+ (que es el
marcador fenotipico de las células mare intestinales) y la posibilidad de
mantener a estas células viables en cultivo 2D por mas de 10 dias. El Lgr5
es el receptor R-spondin y, se asocia a otras proteinas de membrana (LRP
y la proteina llamada Frizzled) que son las responsables de activar la via
Wtn y generar (-catenina, esencial para mantener la viabilidad de las
CML En base a estos resultados preliminares es que nos proponemos
utilizar los métodos de cultivo de CEI, CM], y organoides en membranas
de colageno bovino orientadas y en MatrigelTM, una matriz solubilizada
secretada por células del sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-Swarm
(ESH). La obtencién de organoides 3D generados a partir de poblaciones
celulares aisladas de muestras intestinales en distintas condiciones
fisiolégicas, nos permitira estudiar aspectos fisiopatoldgicos tales como la
expresién de marcadores fenotipicos, vias de sefializacién, proliferacién y
diferenciacion celular. También podremos caracterizar las propiedades
proliferativas y de maduracién de estos cultivos para generar estructuras
tisulares intestinales, y estudiar la interaccién epitelio-micriobiota

mediante la incubacidon con componentes de ésta o con sus metabolitos.
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