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111. RESUMEN 

La presencia de citocinas tanto estimulantes como inhibidoras en el 

microambiente de la médula ósea (MO) es esencial para controlar la proliferación y 

diferenciación de las células progenitoras y precursoras hematopoyéticas, que dan 

origen a las células sanguíneas funcionales 

El linfoma no Hodgkín (LNH) es una neoplasia hematológica que afecta 

principalmente a las células linfoides B y T, las cuales pierden en mayor o menor 

grado su capacidad de diferenciación y escapan de los mecanismos que regulan el 

crecimiento celular. 

Aunque se ha demostrado que algunas citocinas participan en la 

proliferación de las células neoplásicas en LNH y se han encontrado niveles 

incrementados tanto en sangre periférica (SP) como en ganglios linfáticos, se 

desconoce si existen anormalidades en cuanto a la producción de citocinas en la 

MO y si éstas pueden afectar el desarrollo de los progenitores linfoides 

predisponiéndolos a la neoplasia. 

En el presente trabajo se estudió, mediante retrotranscripción-reacción en 

cadena de la polimerasa (RT-peR), la expresión del ácido ribonucleico mensajero 

(RNAm) de aigunas de ¡as principales citoGÍnas supresoras de la hematopoyesis 

como interleucina-1Q (!L-10), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interferón-y 

(IFN-y) en células totales de MO de 19 individuos ciinicamente sanos 

pertenecientes al programa de transplante de MO, los cuales constituyeron el 

grupo control, y 20 pacientes con diagnóstico oncológico definitivo de LNH 

correspondiente a cualquiera de sus diferentes tipos histoiógicos y sin tratamiento 



previo. También se determinó la expresión del RNAm del factor transformante del 

crecimiento-~ (TGF-~) en 15 controles y 15 pacientes mediante la misma técnica. 

Se encontró que, a diferencia del grupo control, los pacientes con LN H no 

presentaron el RNAm de TNF-a (p= 0.001) Y TGF-~ (p= 0.001). En cambio, no se 

observó una diferencia significativa en la presencia del RNAm de IL-10 e IFN-y 

entre ambos grupos. 

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren la existencia de 

alteraciones en la producción del RNAm de citocinas inhibidoras en el 

microambiente de la MO de los pacientes con LNH, lo que podría ocasionar: a) un 

desarrollo anormal de los progenitores lintoides, b) un desbalance de los 

mecanismos hematopoyéticos que regulan el crecimiento celular y c) escape de las 

células anormales en la MO a la apoptosis. Todo ello puede contribuir a la 

transformación neoplásica de las cé!ulas linfoldes en LNH. 
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IV. INTRODUCCiÓN 

HEMATOPOYESIS 

La hematopoyesis (hemato: sangre. poiesis: formación) se define como el 

proceso de generación de las células sanguíneas en el cual, por influencia del 

microambiente, una célula madre totipotencial hematopoyética (CTH) sufre una 

serie de cambios concatenados que inician con su autoduplicación, seguidos de 

diferenciación, maduración, y finalmente la producción de elementos sanguíneos 

funcionales (figura 1). 60,64 

En el humano adulto la hematopoyesis está confinada a la médula ósea 

(MO) de los huesos planos como las vértebras, costillas, estemón, pelvis, 

clavículas, escápulas, porciones proximales extremas del húmero, fémur, cráneo y 

mandíbulas. 60 

Para que la hematopoyesis se lleve a cabo de manera efectiva es necesario 

que exista la acción recíproca entre células madre y el estroma que, además de 

tener un papel de soporte, constituye el microambiente inductivo hematopoyético 

(MIH), 

El MIH es un complejo heterogéneo de células y sus respectivos productos 

que mantiene y regula el crecimiento de la CTH. Consta de una estructura formada 

por redes de sinusoides o conductos vasculares que están separados del estroma 

intersinusoidal, donde ocurre ia hematopoyesis, y de su 'üz pOí üna delgada capa 

luminal de células endoteliales, una membrana basal y células reticulares 

adventíciales que construyen una matriz espongifonme tridimensional al emitir 

prolongaciones citoplasmáticas y sintetizar fibras de retieulina formando, junto con 

los fibroblastos, el andamiaje para las células hematopoyéticas en vias de 

desarrollo. 1,4,29,35,60.63,80 

3 



Las proteínas como colágena (tipos 1, 111, IV Y VI), laminina, frbroneclina y 

proteoglicanos forman parte del entramado que permite el alojamiento de la CTH y 

su progenie en el estroma y están involucradas en la presentación de citocinas y 

en la diferenciación celular. 4 

Las células accesorias maduras como NK (Natural Ki//er), monocitos y 

linfocitos B y T participan en la formación del MIH al secretar citocinas y factores de 

crecimiento, además de mantener interacciones célula-Célula con los precursores 

en desarrollo. 4. 64 

La hematopoyesis in vivo está altamente compartamentalizada. La 

producción de células sanguíneas a partir de la célula madre ocurre dentro del 

estroma y su distribución no es al azar. sino que forman colonias o "nichos" de 

células de un linaje en particular, lo que hace suponer que los progenitores y 

precursores están expuestos a influencias reguladoras o microambientes con 

características específicas que difieren en su capacidad para promover de forma 

preferencial ya sea la autorrenovación de la célula madre o su compromiso 

diferencial en alguno de los linajes sanguíneos. Las características de cada uno de 

los posibles tipos de microambientes no han sido bien definidas pero 

indudablemente los factores de crecimiento y otras citocinas, tanto estimulantes 

como inhibidoras, están involucrados en este fenómeno. 79.80 
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Rulz, A. 1993 Fundamentos de hematologia. Editorial Médica Panamericana. México. pp 15-23. 



CITOCINAS y HEMATOPOYESIS 

La prasencia de las citocinas en el microambiente de la MO es esencial para 

controlar los procesos de diferenciación, maduración, sobrevivencia y proliferación 

de las células madre y su progenie. Pueden ser endógenas o exógenas. Las 

primeras son producidas en el microambiente medular por células estroma les y 

linfohematopoyéticas e incluyen varias interleucinas (IL) y factores estimulantes de 

colonias (CSF). Las exógenas llegan a la MO a través de la sangre arterial y 

provienen de células maduras (como linfocitos, monocitos y NK) que han sido 

activadas en otros tejidos. 27,35,50,57,64,79,80 

Aunque las citocinas forman un grupo heterogéneo de moléculas 

glicosiladas, comparten características y actividades biológicas, entre ellas su bajo 

peso molecular (menas de 80 Kda) y su actividad a concentraciones muy bajas (de 

10-9 a 10-15 M). Pueden ser producidas por una gran variedad de células en 

diversos lugares del organismo, ya sea de forma constitutiva o después de la 

estimulación celular, y actuar sobre diferentes tipos celulares (pleiotropía). Sus 

efectos generalmente son locales, actúan de manera autocrina o paracrina y solo 

algunas, que están presentes normalmente en c.antidades detectables en la 

sangre, tienen acciones endocrinas como el factor transformante del crecimiento ~ 

(TGF-p), eritrapoyetina (E PO), el factor de células madre (SeF) o iigando e-kit y el 

CSF de monoeitos (M-CSF). Además pueden modular la expresión de sus propios 

receptores o los de otras citocinas sobre la misma célula, lo que penmite establecer 

un mecanismo de retroalimentación positivo. Generalmente regulan más de una 

línea celular y muestran efecto aditivo, antagónico o sinérgico con otros factores de 
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crecimiento. Su unión a receptores de membrana específicos sobre las células 

hematopoyéticas determinan la respuesta de proliferación, maduración o muerte 

celular. 1,27,36,74,77,80 

En la actualidad se han descrito más de 20 citocinas que actúan de forma 

compleja y concertada en interacciones que regulan finamente el proceso 

hematopoyético e incluyen: CSFs, ILs, factores de necrosis tumoral (TNFs), 

interferones (IFNs), TGFs, entre otras. Los CSFs y algunas ILs participan como 

reguladores positivos, el TGF-~ y el TNF-a poseen efectos predominantemente 

negativos. Otras como la IL-2 y la IL-4 realizan ambas funciones. Tal dualidad y la 

inclinación hacia la estimulación o la inhibición dependen del estado de desarrollo, 

maduración y diferenciación de las células blanco, además de la presencia de 

otros factores en e! microambiente. 51, 57, 80 

Las citocinas que tienen acción directa sobre alguna (s) célula (s) en 

particular suelen agruparse como factores tipo I e incluyen a la IL-3 y CSF de 

granulocitoslmonocitos (GM-CSF). Los factores tipo 2 son aqueilos que sinergizan 

con los CSFs pero que por eiios mismos no poseen una actividad estimulante de 

colonias intrínseca como son !L-4, IL-5, !L-6 e !L-11. Los factores tipo 3 como la !l-

1 Y la IL-2 pueden regular la hematopoyesis indirectamente al inducir la liberación 

de CSFs por sus respectivas células productoras. 30 

A su vez, en cada linaje celular infiuyen factores y citocinas clave que actúan 

preferentemente en los estados: temprano, intermedio o tardío de la 

hematopoyesis, lo que establece una jerarquía en sus funciones. 46.57.80 
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Las citocinas de acción temprana tienen mayor impacto sobre progenitores 

potenciales multilinaje más proliferativos y se ha visto que son necesarios para la 

sobrevivencia y proliferación inicial, además de que pueden modular la respuesta a 

otros factores de crecimiento relacionados con el compromiso hacia un linaje en 

particular. También pueden actuar sinérgicamente y favorecer la entrada de las 

células madre y progenitoras al ciclo celular, estimulando su división. Como 

ejemplo puede mencionarse a la IL-1a, IL-3, IL-6 Y G-CSF cuyos receptores se han 

encontrado expresados sobre las células madre maduras y primitivas murinas, 

mientras que los progenitores más avanzados se unen específicamente a IL-3, 

GM-CSF, G-CSF, IL-6 e IL-1a. 46,49, 57 

Los faclores de acción intermedia como GM-CSF, G-CSF, IL-3 e IL-4, 

pueden estimular la proliferación de progenitores multipotenciales pero solamente 

después de que han entrado a su ciclo celular. 57 

Por su parte, los faclores de acción tardía aclúan sobre la diferenciación 

terminal, expresión fenotipica y funcionalidad final de los progenitores 

comprometidos. Entre ellas se encuentran: EPO, IL-9, M-CSF, G-CSF e IL-5. 27.46. 

61,75 

Los principales reguladores que actúan a lo largo de la ontogenia de los 

diferentes linajes mieloides y linfoides se presentan en la figura 2A y 28, 

respectivamente. 
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Como ya se mencionó, el estroma participa activamente en la regulación de 

la hematopoyesis estable al producir varias citocinas de manera constitutiva en 

bajas concentraciones, tal es el caso del M-CSF, SCF, proteína inflamatoria de 

macrófagos-1a (MIP-1o:), TGF-¡3, TNF-o:, TNF-¡3, IL-1¡3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-11, IL-15, 

e IL-17. Otras citocinas como el G-CSF, GM-CSF, IL-1o:, IL-2, IL-3, IL-5, IL-9, IL-12, 

IFN-y e inhibina parecen no estar presentes de manera constitutiva, sino que son 

expresadas como respuesta a un estímulo específico y forman parte de la 

regulación autocrina o paracrina de la hematopoyesis inducible. Algunas como la 

IL-2, IL-5, IL-9 e IL-1Z, que no han sido detectadas en MO de individuos normales, 

poseen la capacidad de inducir la síntesis de otros reguladores. 1,4,17,26,27,30,53,58 

Se ha propuesto que diversos factores inhibidores pueden suprimir 

selectivamente !a proliferación de fas cé!ulas hematcpoyéticas e !nducir la muerte 

celular. Dentro del grupo de las citocinas supresoras más importantes se 

encuentran la IL-l0, el TNF-a, eIIFN-y y el TGF-J3. 30,43,51 

Aunque la IL-10 posee actividades inmunoestimulantes, se ha caracterizado 

principalmente por ser un factor inmunosupresor. Inhibe la síntesis de IL-2, TNF-o: 

e íFN-y por íos linfocitos T cooperadores tipo 1 (THi), A su vez, eIIFN-y bloquea la 

producción de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 por los linfocitos THZ. 1,25,27,30,54,74 

La IL-10 también deprime la síntesis de citocinas inflamatorias producidas 

por los macr6fagos como GM-CSF, CSF de granulocitos (G-CSF), IL-1¡3, IL-6, IL-8, 

TNF-a y TNF-¡3 y, por lo tanto, interfiere con el crecimiento de la UFC-GM, lo que la 

señala como un modulador negativo indirecto de la hematopoyesis. 27, 56 
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Sin embargo, la IL-10 también puede inhibir directamente la proliferación de 

células T, la secreción de IL-2 y bloquear el crecimiento de células pro-B CD19+ 

pero no el de las pro-B CD19-. 78.81 

Por otra parte, el IFN-y y el TNF-a parecen ser inhibidores específicos de 

ciertos linajes. Ambos pueden actuar sinérgicamente para suprimir el crecimiento 

de la UFB-E, UFC-GEMM y UFC-GM. 9 

No obstante, el TNF--a es un regulador bidireccional de la hematopoyesis, 

sus acciones estimulantes las lleva a cabo de manera indirecta sobre las células 

progenitoras muy primitivas CD34H CD3S- al inducir activamente la producción de 

factores de crecimiento hematopoyéticos como G-CSF y GM-CSF provenientes de 

fibroblastos, la expresión de los receptores para IL-3 y GM-CSF e incrementar, en 

conjunto con la lL-3, ia resistencia a los efectos inhibidores ejercidos por el TGF-J3, 

pero no por IFN-y .14.33,39.72 

Los efectos inhibidores de TNF-a ocurren de manera directa a través de sus 

dos receptores identificados en humanos y ratones. El receptor de 55 Kda media 

los efectos antiproliferativos de TNF-a sobre células progenitoras maduras murinas 

actuando a altas concentraciones y disminuyendo la expresión de receptores para 

CSFs que habían sido previamente estimulados por G-CSF y otros reguladores 

derivados de células accesorias. En contraste, la unión de TNF-a a su receptor de 

75 Kda inhibe la proliferación de células progenitoras más inmaduras. 15.32 

Por su parte, el IFN-y es un inhibidor selectivo de células CD34H CD38-

pero no de células progenitoras más maduras CD34+ CD38+ e incluso puede tener 
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efectos estimulantes en la mielopoyeis temprana al actuar en conjunto con la IL-3 y 

tener nuevamente efectos negativos sobre células más maduras. 14,71 

Estudios recientes indican que una sobreexpresión de IFN-y en timo y MO 

provoca una reducción en las células del linaje B en ambos SitiOS, además de bazo 

y nódulos linloides, así como un incremento en los timocitos C04+ COS" y C04" 

COS+,85 

El TGF-~ es la citocina supresora que ha recibido mayor atención por su 

habilidad para ejercer efectos inhibidores directos sobre las células madre 

primitivas C034++ C03S" impidiendo su salida de la lase Go del ciclo celular, 

mientras que funciona como factor estimulante sobre células más maduras, 4,51, 57 

Siendo el más potente supresor endógeno de la proliferación celular, el 

TGF-~ actúa come señal negati'J8 autccrina en Enfocitcs B y T e inhibe !a acción de 

señales positivas, principalmente las mediadas por IL-2, también suprime la 

expresión del receptor de IL-1 en células hematopoyéticas. 30,51,57 

El incremento en la sobrevivencia de los progenitores primitivos en 

respuesta a G-CSF, IL-1, IL-6 e IL-11 es fuertemente contrarrestado por el TGF-~ y 

la reducción en la viabilidad promovida por SCF y factor de crecimiento 

hematopoyético (HGF) en p¡esencia de TGF-~ está asociada a ün incremento en la 

apoptosis, 34,73 

También inhibe el crecimiento de células NK in vivo, la UFC-GM, la síntesis 

de factores estimulantes como IL-3, GM-CSF y el crecimiento celular inducido por 

M-CSF; en particular, afecta a la UFC-GEMM y la actividad anti-tumoral mediada 

por la IL-2 y células LAK. 30 
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LlNFOMA NO HODGKIN 

Los linfomas no Hodgkin (LNH) constituyen el más grande y heterogéneo 

grupo de neoplasias que afectan el sistema linfático e inmune. Se caracterizan por 

una proliferación de linfocifos malignos B o T detenidos en diversas etapas de su 

maduración. 22,70 

A diferencia de lo que ocurre en las leucemias, caracterizadas por el 

predominio de precursores linfoides y mieloides inmaduros conocidos como blastos 

y una afectación inicial en MO, en los LNH las transformaciones neoplásicas 

residen primordialmente en los ganglios linfáticos superficiales y profundos, 

pudiendo diseminarse por vía hematógena a zonas extraganglionares donde exista 

tejido linfático, principalmente hígado y bazo, así como tejido linfático asociado a 

mucosas (MAL T) en el aparato gastrointestinal (princípalmente intestino delgado, 

estómago, anillo de Waldeyer) y tejido linfático asociado a bronquios (BAL T) en el 

aparato respíratorio (amígdalas y pulmones). 

En fases avanzadas el LNH llega incluso a infiltrar otros tejidos como MO y 

sistema nervioso central (SNC). En ocasiones el tumor puede inicialmente 

comprometer alguno de estos sitios extraganglionares, incluyendo mama y piel, y 

posteriormente propagarse de manera imprevisible hacia ganglios linfátic-Os 

vecinos o distantes. De lo antenor se deriva que el linfoma es la manifestación 

maligna del tejido linfático y puede llegarse a considerar como una enfermedad 

sistémica a medida que avanza y no como una enfermedad localizada que afecta 

solamente a los ganglios linfáticos. 31,64 

Aunque el LNH es el tumor más común en pacientes con edades 

comprendidas entre los 20 y 40 años generalmente afecta a los que tienen más de 
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50 Y rara vez se diagnostica durante el primer año de vida. La incidencia cada vez 

va en aumento, afectando primordialmente al varón. Las variaciones de frecuencia 

pueden depender de [as características étnicas. 31.38.70 

Los LNH se clasifican, con base en la agresividad clínica, como de bajo, 

intermedio y alto grado de malignidad y se caracterizan por presentar pob[aclones 

de células neop[ásicas homogéneas y un patrón histológico que puede ser 

folicular, nadu[ar o difuso. 37 

Los subtipos histopató[ogicos están determinados por e[ tipo de células que 

predominan, [o cual permite clasificar[os morfológica mente', más del 90% de los 

[infomas proceden de una población monoc[onal de cé[ulas B, e[ porcentaje 

restante pertenece a cé[ulas T. 31,37,38 

La etiología de los LNH es desconocida, actualmente se ha visto un 

incremento en [a frecuencia de [infomas relacionados a una deficiencia básica o 

desrregu[ación del sístema inmunológico [o cual puede Ser un factor importante y 

predisponente en la aparición del tumor. 44 

UT!LiDAD DE LA RETROTRANSCR!PC!ÓN-REACC!ÓN EN CADENA DE LA 

POLlMERASA (RT-PCR) EN EL ESTUDIO DEL RNAm DE LAS CITOC[NAS 

La expresión génica se refiere a un proceso biológico que se inicia desde la 

activación de [a transcripción de un gen y concluye con [a generación de una 

proteína madura que tiene una acción determinada y que participa en [a actividad 

biológica, formando parte de [a expresión fenotipica de la célula. 7 
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El análisis de la expresión génica se realiza a través de ia determinación de 

algunos de los productos de este proceso, como es la proteina, que es el producto 

final de la expresión, o bien el ácido ribonucleico mensajero (RNAm) que es el 

producto intermediario entre el gen y la proteina. 7 

Aunque en la mayoria de los casos existe una estrecha correlación entre la 

presencia del RNAm y su traducción en la proteina, la presencia del RNAm no 

garantiza que ésto ocurra. 3.7 

Algunas metodologias que permiten saber si dicho proceso se ha llevado a 

cabo consisten en detectar ylo cuantificar la proteina de interés empleando 

anticuerpos especificos dirigidos contra ella. Como ejemplo puede mencionarse el 

ensayo inmunoenzimático conocido como ELlSA (enzyme linked inmunosorbent 

assay).7 

Por su parte, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la 

sintesis enzimática in vitro de millones de copias de un segmento específico de 

ácido desoxirribonucleico (ONA) (ver anexo 1 l, o bien, se puede partir de un molde 

que contenga ONA complementario (cONA), es decir, RNAm que ha sido 

previamente copiado a cONA por la enzima transcriptasa reversa. El empleo de 

uno u otro molde dependerá del interés del investigador. Cuando la finalidad es 

amplificar el fragmento de un gen, particularmente intrones, se utiliza como 

substrato el DNA extraido de los cromosomas. En cambio, cuando se pretende 

estudiar la expresión de un gen a través de detectar la presencia del RNAm, se 

parte del cONA; en cuyo último caso la téCnica se denomina retrotranscripción­

reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR). 3,7 
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Como parte inicial de un proyecto de investigación más amplio, el presente 

trabajo tiene como finalidad conocer si el RNAm de algunas de las citocinas 

inhibidoras más importantes de la hematopoyesis, como IL-10, TNF-a, IFN-y y 

TGF-p, está presente en las células totales obtenidas de aspirados de MO de 

pacientes con LNH. 

Dado que las células estromales de la MO producen, en condiciones 

fisiológicas normales, éstas y otras citocinas de manera constitutiva en bajas 

concentraciones, el empleo de la RT -PCR es de gran utilidad, ya que su alta 

sensibilidad y especificidad permiten la amplificación de bajas concentraciones de 

moléculas de RNAm. 3,7 

V. ANTECEDENTES 

En un trabajo preliminar, utilizando la técnica de RT-PCR, se estudió la 

presencia del RNAm de algunas citocinas con función inhibidora de la 

hematopüyesis como IL-10, TNF-a e iFN-y en ia ¡viO de 4 individuos ciínicameníe 

sanos (grupo control) y 5 pacientes con LNH sin tratamiento previo Ninguno de los 

pacientes presentó el RNAm de la IL-10, a diferencia del grupo control (p= O.047). 

Se observó una ligera tendencia, aunque no estadísticamente significativa, en 

cuanto a la ausencia del RNAm del TNF-a y el de IFN-"f en el grupo de LNH. 18 
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Con el fin de ampliar esta investigación, se realizó el presente trabajo 

captando un mayor número de controles y pacientes en los cuales se determinó el 

RNAm de las mismas citocinas, incluyéndose además la del TGF-p. 

VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se requiere conocer la expresión del RNAm de las citocinas IL-10, TNF-a, 

IFN-y y TGF-p en MO de individuos sanos y de pacientes con LNH. 

Vii. JUSTiFiCACiÓN 

El conocimiento de las complejas interacciones que se llevan a cabo entre 

los reguladores positivos y negativos y las células progenitoras en el 

microambiente de la MO, ha sido la base para explicar por qué las anormalidades 

en la producción de citocinas observadas en algunas neoplasias hematológicas 

como las leucemias, favorecen la progresión de la enfermedad. 

Algunos investigadores señalan que el efecto neto de la sobrevivencia y 

autorrenovación de las células neoplásicas puede estar relacionado con el 

incremento en la producción de factores estimulantes, la deficiente producción de 

factores inhibidores o una combinación de ambos, lo que podría alterar la 

hematopoyesis y conducir a la aparición de neoplasias hemalológicas. 
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En el lNH Se desconoce si existen alteraciones en la producción de 

citocinas supresoras que controlan directa o indirectamente el crecimiento y 

funciones de los progenitores hematopoyéticos en la MO y si éstas afectan el 

desarrollo temprano de las células linfáncas B y T predisponiéndolas a la 

neoplasia. 

Por lo anterior, se propuso determinar la presencia del RNAm de Il-10, 

TNF-a, IFN-1 y TGF-j) mediante RT-PCR en pacientes con LNH. los resultados 

obtenidos pueden contribuir a la comprensión de algunos de los mecanismos que 

podrian estar involucrados en la patogenia de esta enfermedad y apoyar estudios 

subsecuentes en el campo de las neoplasias hematológicas. 

VIII. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la presencia del RNAm de algunas de las principales citocinas 

inhibidoras en la MO de pacientes con LNH mediante un método de alta 

sensibilidad y especificidad como la RT-PCR. 

OBJETIVOS ESPECiFICOS 

1. Estudiar la expresión del RNAm de IL-10, TNF-u, IFN-1, y TGF-Il en 

células totales ae MO de individuos sanos (grupo control) y pacientes con LNH 

mediante RT -PCR. 
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sensibilidad y especificidad como la RT -PCR. 

OBJETIVOS ESPECíFICOS 

1. Estudiar la expresión del RNAm de IL-10, TNF-a, IFN-y, y TGF-~ en 

células totales de MO de individuos sanos (grupo control) y pacientes con LNH 

mediante RT-PCR. 
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2. Realizar un análisis comparativo entre el grupo controi y el grupo de 

pacientes con LNH en cuanto a la presencia del RNAm de estas citocinas 

IX. HIPÓTESIS 

En los pacientes con LNH pueden existir cambios en la expresión del RNAm 

de las citocinas en la MO en comparación con indivioLlOS sanos. 

X. MATERIAL Y MÉTODOS 

GRUPOS DE ESTUDIO 

Para el estudio se incluyeron los siguientes grupos: 

Grupo A (grupo control): 19 individuos clínicamente sanos (10 hombres y 9 

mujeres) pertenecientes al programa de transplante de MO del Centro Médico La 

Raza, que no recibieron factores estimulantes para la producción de células 

hematopoyéticas antes de! aspirado. 

Grupo 8: 20 pacientes (10 mujeres y 10 hombres), seleccionados por el 

hematólogo, con diagnóstico oncológico definitivo de LNH correspondientes a 

cualquiera de sus diferentes tipos histológicos y Sin tratamiento previo. Los 

pacientes fueron estudiados por el Departamento de Hematología del Instituto 

Nacional de Cancerología (INC) y su diagnóstico se confirmó mediante estudios 

clínicos, de laboratorio y de gabinete. 
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1 anta a los individuos sanos como a los pacientes con LNH se les solicitó su 

consentimiento para la donación de las muestras de MO y su inclusión en el 

protocolo, siguiendo los lineamientos de la declaración de Helsinki. 83 

OBTENCiÓN Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE MÉDULA ÓSEA 

Se obtuvo un aspirado de MO de cada uno de los individuos sanos y de los 

pacientes Con LNH mediante una punción de la cresta ilíaca bajo condiciones de 

esterilidad. 

Las muestras se transportaron en hielo desde el lugar de la toma hasta el 

Laboratorio de Biología Celular y Autoinmunidad del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias (INER) en donde fueron procesadas, siempre bajo 

condiciones de esterilidad. 

El aspirado de MO se virtió en un tubo cónico estéril de polipropileno de 50 

mi y se centrifugó a 504 x g a 4°C durante 5 minutos (BECKMAN GS-GR). El balón 

celular se resuspendio y lavó con solución amortiguadora de fosfatos con albúmina 

al 0.5% (PAS) estéril a pH 7.35. Se centrifugó a 504 x 9 a 4°C durante 5 minutos. 

El sobrenadante se eliminó y el botón celular se resuspendió suavemente; 

se agregó solución hipotónica estéril con cloruro de amonio (solución de lisis) a pH 

de 7.4 para eliminar los eritrocitos de la muestra. Se agitó en el vórfex por 5 

segundos e incubó por 10 minutos a 4°C. Se centrifugó a 504 x g a 4°C durante 5 

minutos y se eliminó el sobrenadante. El botón celular se resuspendió y se lavó 

con PAB estéril. Se mezcló suavemente y se centrifugó a 504 x 9 a 4°C durante 5 

minutos. 
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Después de eliminar el sobrenadante, el botón se resuspendió ligeramente y 

se lavó con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril a pH de 7.35. Se 

mezcló suavemente y se centnfugó a 504 x g a 4'C durante 5 minutos. 

Las células totales así obtenidas se resuspendieron en el volumen 

necesario de PBS estéril y se homogeneizaron perfectamente. 

Posteriormente se realizó el conteo celular en la cámara de Neubauer 

(MARLENFIELD, GERMANY) empleando un colorante de exclusión vital. Para ello 

se tomaron 20 [11 de la suspensión celular y se mezclaron con 20 [11 de azul tripano 

estéril a una concentración de 0.02%. Se tomó el volumen necesario para llenar la 

cámara de Neubauer y se observó en un microscopio óptico (CARL ZEISS) con el 

objetivo de 10x. El conteo celular se realizó en los 4 cuadrantes grandes de las 

esquinas indicados para leucocitos o glóbulos blancos. 

Para calcular el número de células por mi se utilizó la siguiente fórmula: 

(No, de cé!. contadas I No. de cuadrantes) X Factor.= No. de células X 104/ml 
dilución 

La viabilidad celular se determinó de la siguiente manera: 

% de viabilidad = No. de célülas vivas eii los cüadíantas contados X 100 
No. total de células en los cuadrantes contados 

Aqueilas muestras que presentaron una viabiiidad ceiuiar menor al 80% 

fueron eliminadas del estudio. 

Se hizo un ajuste a 1X106 células totales para extraer el RNA. Cuando 

estas células no fueron procesadas enseguida se guardaron a -70'C (REVCO) 

hasta utilizarlas. 
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DETECCiÓN DEL RNAm DE LAS CITOCINAS 

EXTRACCiÓN DE RNA DE CÉLULAS TOTALES DE MÉDULA ÓSEA 

La extracción de RNA a partir de las células totales de la MO se realizó 

mediante el método de iso\iocianato de guanidina empleando el reactivo de T rizal 

(GIBCO-BRL), el cual permite romper las células e inactivar las ribonucleasas 

simultáneamente. 16,47,67,69 

Para ello se adicionó 1 mi de Trizol por cada lX106 células. El paquete 

celular se resuspendió y homogeneizó pipeteando varias veces para disgregarlo 

completamente y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

Por cada mi de Trizol se adicionaron 0.2 mi de cloroformo (MERCK) enfriado 

previamente a 4'C. La mezcla se agitó de forma vigorosa y se incubó a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugó a 20,000 x 

9 a 4°C durante 15 minutos (microcentrífuga EPPENDORF 5417R). 

Después de la centrifugación la mezcla se separó en una fase orgánica 

cloroformo-fenal inferior de color rojo, la cual contenia al DNA y las proteínas, una 

interfase y una fase acuosa superior incolora que contiene el RNA. Esta última se 

transfirió a un tubo eppendorf nuevo y estéril de 1.5 mI. 

E! RNl'), se precipitó de !a fase acuosa adicionando un volumen de alecho! 

isopropílco (MERCK) enfriado previamente a 4°C. Se adicionó también 1 ~I de 

glicógeno (grado 8iologla Molecular, 80HERINGER). Se mezció suavemente por 

inversión e incubó a -20°C durante 30 minutos y se centrifugó a 20,000 x 9 a 4'C 

durante 10 minutos. El RNA precipitado formó un botón blanco unido firmemente a 

las paredes o al fondo del tubo eppendorf. El sobrenadante se retiró y el botón de 

RNA se resuspendió suavemente en etanol (MERCK) al 75% (v/v) enfnado 

previamente a 4°C. Se centrifugó a 20,000 x 9 a 4'C durante 10 minutos. El 

23 



sobrenadante se retiró y el bolón se secó con un sistema de condensación 

(SAVANT). Posteriormente se resuspendió en 20 ~I de agua tratada con dietil 

pirocarbonato (SIGMA CHEMICAl Col al 0.1%. estéril (agua-DEPC) y se incubó a 

70°C por 10 minutos para linearizar el RNA. 

Para cuantificar la concentración del RNA total se disolvió 1 ~I de [a 

suspensión en 1 mi de agua destilada y se determinaron las lecturas mediante un 

equipo comercial (GENE QUANT, Pharmacia Blotech) a las absorbancias de 260 y 

280 nanómetros (nm), pudiéndose obtener así la pureza y concentración del RNA 

como sigue: 

Pureza= Absorbancia a 260 nm I Absorbancia a 280 nm. Óptima 2> 1.5 

Concentración de RNA total: (Absorbancia a 260 nm) X (40)= ~g de RNN~I 

Se procedió a verificar la integridad del RNA constitutivo (subunidades 18s y 

28s) a través de un gel de agarosa (Ultrapura grado electroforesis, GIBCO-BRl) al 

1 % (p/v). Para ello se homogeneizaron 5 ¡.¡I de RNA total con 5 ~I de amortiguador 

de carga a pH de 8.0. El gel se corrió en una cámara horizontal submarina (HE 33, 

HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS) con amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAE 

í X) a pH de 8.0 y a 100 volts durante 45 minutos. 

Al terminar este tiempo, las bandas de RNA se revelaron mediante una 

tinción con bromuro de etidio (SIGMA CHEMICAL, Ca) a una concentración de 

0.001 ¡lg/ml durante 5 minutos y se analizó en un transiluminador de luz ultravioleta 

(Mighty Bright, HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS). La presencia de las 

bandas 18s y 28s bien definidas indicó un RNA íntegro. Se tomó una Impresión 
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fotográfica del gel con una cámara Polaroid OS 34 Y se procedió a sintetizar el 

cONA. 

SíNTESIS DE cDNA POR RETRO TRANSCRIPCiÓN (RT) 

Para sintetizar el cONA a partir del RNA extraído se realizó el procedimiento 

con la enzima transcriptasa reversa. 47 

En un tubo eppendon nuevo y estéril de 0.5 mi se mezclaron 5 ¡.tg de RNA 

total, 0.5 ~g de oligonucleótido de timinas [aligo (dTJ,z-'8 (GIBCO-BRL)] y agua­

OEPC estéril cuanto baste para (cbp) 12 ¡.tI. La mezcla se incubó a 70°C durante 

10 minutos. Transcurrido este tiempo se adicionó lo siguiente: amortiguador firs! 

strand 1 X [ Tris-HCI 250 mM, (pH de 8.3), KCI 375 mM, MgCI2 15 mM] (GIBCO­

BRL), ditrotreitol (OTI) 0.01 M (GIBCO-BRL) y dNTP 0.5 mM. Todo ésto a 

concentración final en un voiumen total de 20 ~L Se mezcló e íncubó a 42°C por 2 

minutos. Se agregaron 200 Unidades (U) de la enzima transcríptasa inversa Super 

Script 11 (GIBCO-BRL). Se mezcló brevemente y se incubó a 42° C durante 50 

minutos. Para detener la actividad de la enzima, se incubó la mezcla a 70°C 

durante 15 minutos y se colocó inmediatamente a 4°C. 

üna vez obtenido e! cDNA, el RNA í6stante se eliminó adicionando 1 U de 

RNAsa H (GIBCO-BRL) e incubando a 37°C durante 20 minutos. El cDNA 

sintetizado se almacenó a -70°C hasta su empleo para el PCR Todas las 

incubaciones necesarias para sintetizar el cONA se realizaron en un termociclador 

(PERKIN ELMER) programado con las temperaturas requeridas. 
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REACCiÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA (PCR) PARA CI/OCINAS 

Se realizó la determinación de las citocinas IL-10, TNF-a, IFN-y y TGF-~ Y el 

gen constitutivo de ~-actina empleado como control interno de la síntesis del cONA 

y de la reacción de PCR. Este paso se efectuó a partir del cONA obtenido por RT y 

se amplificó mediante PCR. 47 

En un tubo eppendorf nuevo y estéril de 0.2 mi se mezclaron los siguientes 

reactivos: amortiguador de PCR 1X [Tris-HCI 200 mM (pH 8.4), KCI 500 mM] 

(GIBCO-BRL), MgCl, 1.5 mM (GIBCO-BRL), dinucleótidos trifosfato (dNTPs) 0.6 

mM (GIBCO-BRL), oligonucléotidos sentido y antisentido específicos para cada 

una de las citocinas y 0-actina (cuadro 1), todos a una concentración de 3 mM, 2 ¡.tI 

de cONA blanco, 1.25 U de Taq ONA polimerasa (GIBCO-BRL); todo ésto a 

concentración final, así como agua-DEPC estéril cbp 25 ¡.d. Una vez mezclado se 

adicionaron 25 ¡tI de aceite mineral (SIGMA). La reacción de amplificación se llevó 

a cabo en un termociclador (MINICYCLER MJ RESEARCH). El equipo se 

programó de la siguiente forma: 

I ¡3-actina 

194°C 5 minutos 

50 segundos ---'1 
50 segundos ----rtL.40~C"'iC"'IO"S'___J 
50 segundos ----' 

72°C 10 minutos 
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IL-10 

94°C 7 minutos 

src 
60 segundos -----,1 
60 segundos ---t-LI-.::3~8~C:"iC::,IO::s:J1 
60 segundos -------' 

72°C 7 minutos 

TNF-a 

94°C 7 minutos 

94°C 60 segundos ---, 

src 
_--t-i~3~8~C~iC~IO=S~ 60 segundos . 

72°C 60 segundos __ --J 

72°C 7 minutos 

I

IFN-r 

94°C 7 minutos 

94°C 60 segundos 

4S segundos --I--LI..::3~8~C:"icl::'O=S:J 
72°C 2 minutos 

72°C 7 minutos 
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TGF-fl 

94 'e 7 minutos 

94'e 60 segundos __ -, 

----¡-�L:4~O~C~iC~IO=s~1 45 segundos . . 

72'e 2 minutos 

72'e 7 minutos 

Para obtener las condiciones óptimas de la temperatura media de 

alineamiento (Tm) para cada par de oligonucleótidos se empleó la siguiente 

fórmula: 

Tm ('e) = 2 (T + A) + 4 (G + C) 

Cada experimento incluyó un control positivo (peR con cDNA de cada 

citocina) y uno negativo (reactivos de peR sin cDNA). 

Para valorar la presencia del fragmento amplificado, se realizó un gel de 

acrilarnida al 12%. Ésto se hizo mezclando 5 ¡.ti dei producto con 5 Il¡ de 

amortiguador de carga y como referencia se empleó 1 ¡tI de marcador de peso 

molecular (MP) [100 pares de bases (pb), 0.1 ¡tg/¡ll, GIBeO-BRL]. El corrimiento se 

llevó a cabo con el amortiguador de Tris-Boratos-EDTA lX (TBE lX) a pH de 8.0, 

manteniendo un voltaje constante de 100 volts durante 2 horas, en una cámara 

vertical (BIO-RAD Mini-Protean 11). 
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Una vez transcurrido el tiempo, la presencia de bandas se manifestó 

mediante tinción con sales de plata (KIT de BIO-RAD). El gel fue analizado con un 

programa de computadora (Kodak). 

Las secuencias de los oligonucléotidos utilizados en el RT -PCR y el tamaño 

del producto de amplificación se describen en el cuadro 1. 

CUADRO 1. SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS ESPECíFICOS PARA 

CITOCINAS y ~-ACTINA 

Secuencia 

5'ACAAGCCTGTAGCCCATGTT3' 5'AAAGTAGACCTGCCCAGACT3' 

5'CCAGTGGACATCAACGGGTT3' 5'GCAGGAGCGCACGATCATGT3' 

Tamaño de! 
producto 

290 

300 pb 

El diseño de los oligonucleótidos sentido y an!isentido fue realizado con base en [a 

secuencia completa de su cONA obtenida del Gene Bank, cuya dirección en 

interne! es: 

http://www.ncbi.nim.nih.gov:80fentrezlqu ... cleotide & list_uids 002049058dopt= 

Gene Bank 

Con la ayuda de un programa de computadora se localizaron dos 

secuencias (sentido y antisentido) de 20 nucleótidos que no se encontraran en 

ningún otro cDNA y que no fueran complementarias entre sí o consigo mismas, 
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para evitar la formación de estructuras secundarias y de dímeros de 

oligonucleó!idos. 

El tamaño del fragmento flanqueado por los oligonucleótidos no debe ser 

mayor de 3000 pb para no exceder la capacidad de la polimerasa para la 

extensión. 

Cabe mencionar que además del empleo de oligonucleótidos sentido y 

antisentido para cada una de las cilocinas estudiadas, existen otras técnicas que 

aseguran la especificidad del producto amplificado a través de la caracterización y 

análisis fino de las bandas, como es la hibridación con sondas específicas 

marcadas, la secuenciación nucleolidica y el uso de enzimas de restricción que 

reconocen y cortan sitios con una determinada secuencia en el DNA, seguido por 

la electroforesis en gel. 

Todas las condiciones de reacción empleadas en este estudio para la 

detección del RNAm de las cilocinas por RT -PCR fueron previamente 

estandarizadas y la calidad y funcionamiento de las soluciones, reactivos. enzimas 

y oligonucleótidos fue también comprobada antes de realizar el ensayo. 

En el Anexo 1 se mencionan los fundamentos de las técnicas. En el Anexo 2 

se anotan con detalle todos los reactivos y soluciones empleadas en la 

metodologla. 
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ANÁLISIS ESTADíSTICO 

El análisis estadistico de los resultados se realizó mediante la prueba no 

paramétrica exacta de Fisher tomando en cuenta un (J. iguala menor a 0.05 como 

valor significativo. 68 

CÁLCULO DEL TAMAÑO DE LA MUESTRA 

Para calcular el tamaño de la muestra en la fase inicial de esta investigación 

se tomaron como base los resultados que se obtuvieron en el trabajo preliminar 

(cuadro 2 ) Y se aplicó la siguiente fórmula: 19 

n = [ {Za V27tc ( 1 - 7tC ) - Z~ V7tp ( 1 - 7tp ) + 7tC ( 1 - 7tC )} I {7tp - 7tc} ]2 

donde: 

n = número necesario de individuos en cada grupo (A y B). 

Za = 1.96, es el valor de Z de dos colas relacionado con la hipótesis nula. Este 

valor se obtiene de una tabla de áreas bajo la curva normal. 

Z~= valor de la cola inferior relacionado con la hipótesis alternativa. Este valor se 

define pOi el invest¡gadoi antes de la piüeba. Paja una Zf3 de 0.90 el valoi de la 

cola inferior es de -1.28 

7tC = proporción en el grupo control de individuos sanos que expresan el RNAm de 

una determinada citocina. 
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np = proporción en el grupo de pacientes con LNH (grupo problema) que expresan 

el RNAm de una determinada citocina. 

CUADRO 2. ESTUDIO PRELIMINAR DE LA PRESENCIA DEL RNAm DE LAS 

CITOCINAS EN INDIVIDUOS SANOS Y PACIENTES CON LNH 

CITOCINAS ... ::'. 
IL-10 TNF-a IFN-y 

Individuos sanos 

(Grupo 1) 3/4 214 3/4 

(n= 4) 

Pacientes con LNH 

(Grupo 11) 0/5 0/5 1/5 

(n= 5) 

Valor de p' 0.047 NS NS 

, I I 
• Prueba exacta de Flsher. NS= No significativo 
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XI. RESULTADOS 

En un experimento preliminar se determinó de manera cualitativa, mediante 

la técnica de RT-PCR, la expresión del RNAm de IL-10, TNF-a e IFN-y en células 

totales de MO. 18 

Los individuos que fueron sometidos al estudio se dividieron en dos grupos: 

Grupo I (grupo control): 4 individuos clínicamente sanos del programa de 

transplante de MO. 

Grupo 11: 5 pacientes con LNH sin tratamiento previo. 

Los resultados que se obtuvieron (cuadro 2) sugirieron la presencia de 

alteraciones en la expresión del RNAm de las citocinas con actividad reguladora 

negativa de la hematopoyesis en la MO de los pacientes con LNH. 

Por lo anterior, se decidió realizar una segunda fase del trabajo calculando 

previamente el tamaño de la muestra con lo cual fuera posible confirmar si existían 

o no tales anormalidades. 

A partir de los resultados del estudio preliminar se obtuvieron las proporciones, 

tanto del grupo control (nc) como del grupo de pacientes con LNH (np), que 

expresaron el RNAm de una determinada citocina. De esta manera, empleando 

una Za= 1.96, Z~= -1.28 y a= 0.05 se obtuvo que el número de individuos mínimo 

necesario en ambos grupos (1 y 11) para obtener una mayor validez estadistica fue: 

IL-10= 6, TNF-a.= 17 e IFN-y= 13. 
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Para realizar el presente estudio, a los 4 individuos sanos que ya se tenian 

se sumaron 15 más formando el grupo A (n; 19) y 15 pacientes con LNH sin 

tratamiento previo se sumaron a los 5 anteriores para constituir el grupo 8 (n; 20), 

De esta manera se trató de abarcar el número de muestras necesarias para 

cada citocina, 

Los nuevos integrantes de cada grupo fueron sometidos a la detección del 

RNAm de las citocinas IL-10, TNF-a e IFN-y en este ensayo, en donde además se 

adicionó la determinación del RNAm de TGF-~, 

La edad de los individuos control osciló entre los 27 y 66 años con un 

promedio de 57,78 años, La edad de los pacientes se encontró entre los 17 y los 

85 años con un promedio de 53,5 años, 

Los resultados de las citocinas fueron obtenidos usando un estándar de 38 y 

40 ciclos de PCR 

Todas las muestras sometidas al estudio, tanto del grupo A como del grupo 

8 fUeron positivas paía p-actina, lo cual nos permitió comprobar que la síntesis de 

cDNA y la reacción de PCR fueron adecuadas, 

Los resultados de la expresión individual del RNAm de cada una de las 

citocinas en los individuos sanos se muestran en el cuadro 3 y en los pacientes 

con LNH en el cuadro 4, 
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Al analizar la expresión del RNAm de las citocinas por grupo se encontró lo 

siguiente: 

Grupo A: 

* El promedio de edad de las mujeres sanas (n=9) fue de 54.4 años y el de 

los hombres (n=10) de 51.3 años. 

• No se presentaron variaciones importantes en la presencia individual del 

RNAm de IL-10, TNF-u, IFN-y y TGF-() en el grupo control (58, 42, 37 Y 53% de los 

casos respectivamente) (cuadro 3), datos que indican que la presencia del RNAm 

de estos reguladores en la MO de los individuos sanos se encuentra relativamente 

en equilibrio. 

• La presencia simultánea del RNAm de 2 o más citocinas fue detectada en 

el 63% de los individuos sanos. 

• Las diferencias en la expresión del RNAm en los individuos control 

relacionadas con la edad o el sexo no fueron estadísticamente sígnificativas. 

Grupo B: 

* Ei promedio de edad de 105 pacientes de\ sexo femen\nc (n~10) fue de 

56.3 años y del sexo masculino (n=10) de 50.7 años 

• La expresión individual del RNAm ae TNF-a (n= 20) y de TGF-p (n= 15) 

fue negativa en el 100% de los pacientes, en ambos casos (cuadro 4). 

• De los 20 pacientes, el 55% presentó el RNAm de IL-10 y el 30% el de 

IFN-y. Solo el 15% presentó ambos RNAm. 
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* La expresión del RNAm de más de 2 citocinas no ocurrió en ninguno de 

los casos. 

* Las diferencias en la expresión del RNAm de las citocinas relacionadas 

con la edad o el sexo no fueron estadísticamente significativas. 

* Se observa una ligera tendencia, no significativa (p=NS), en los pacientes 

del sexo femenino a no presentar el RNAm de IFN-y en comparación con el sexo 

masculino, lo cual podría deberse a que el promedio de edad de ellas es mayor 

que el de los hombres (5.6 años). Este fenómeno no ocurre en el grupo control 

donde también el promedio de edad de las mujeres es 3.1 años más que el de los 

varones 
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CUADRO 3. EXPRESiÓN DEL RNAm DE IL-10, TNF-a, IFN-y Y TGF-~ EN 
MÉDULA ÓSEA DE INDIVIDUOS SANOS (GRUPO Al 

Control Sexo Edad 
No. F:Fem. (años) 

M: Masc. 
1 M 63 

2 F 48 

3 F 52 

4 F 66 

5 M 44 

6 M 36 

7 M 59 

8 M 58 

9 F 63 

10 F 55 

11 r 39 

12 M 65 

13 M 49 

14 F 47 

15 M 59 

16 ~ F 64 

17~ M 27 

18 ~ M 53 

19 ~ F 56 

Total 

Positivos 

(%) 

NO: No determmado 
( v ). individuos sanos del estudio 

preliminar 

p-actina IL-10 UIF-a IFN-y TGF-Il 

+ + + - + 

+ - + - + 

+ - + - + 

+ + + + + 

+ - + + + 

+ - - - -

+ - - - -

+ + - + + 

+ - - - -

+ + + + -
+ + - - + 

+ + - - -
+ + - - + 

+ + - - -

+ - - - -

+ - - + ND 

+ + + + ND 

+ + - + ND 

+ + + - ND 

19/19 11 /19 8/19 7/19 8/15 

100 58 42 37 53 

Presencia de 2 o mas cltocmas= 12/19 (63%) 
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CUADRO 4. EXPRESiÓN DEL RNAm DE IL-10, TNF-a, IFN-y Y TGF-f3 EN MÉDULA ÓSEA DE PACIENTES 

CON LNH (GRUPO B) 

Sexo . Edad. 
Paciente F:Fem. (aftOs) • .... ¿1:¡¡¡¡n6stlc~ Hi~to1691CO ~-actina IL-10 TNF-a IFN-y 

No. M:Masc. .. ~ " " ~ 

1 F 76 LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + + - -
T 

2* M 54 LNH difuso folicular de células oeaueñas + - - + 1--
3' F 29 LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + - - -

T 
4 M 38 LNH difuso de células pequeflas + + - -

inmunofenoti"o B 

5 M 45 LNH en cuemo aástrico + + - + 
6 F 60 LNH cutáneo de células T ( micosis funQoide ) + - - -
7 M 36 LNH difuso de células Qrandes + + - -
8 M 49 LNH de células arandes inmunofenotioo B + + - -
9* F 36 LNH angiocéntrico + - - -
10 F 85 LNH difuso de células pequeñas + + - + 

inrnunofenotioo B 

11 M 52 LNH de células grandes tipo sarcoma 

inmunoblástico + - - -
12 F 66 LNH difuso de células grandes intestinal difuso 

no inmunoblástico + + - -

TGF-f3 

-

--
NO 

NO 

-
00 

-
-
-
-

NO 

-

- _o 

-

-_o 



--
. Sexo Edad ....... ,;, .... - .. 

Paciente F:Fem. (allos) . Diagnóstico Histológico j3-actlna IL-10 TNF-a IFN-y TGF··j3 
No. M:Masc. 

13 M 73 LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + + - - -
B 

14 * F 58 LNH inmunoblástico + - - - NO 

15 F 37 LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + + - - -
B 

16 F 57 LNH difuso de células grandes y pequeñas 

hendidas, angiocéntrico + + - - -
17 M 17 LNH de células grandes inmunofenotipo T, tipo 

sarcoma inmunoblástico + - - + - --
18 M 69 LNH no clasificable + - - + -
19 * F 59 LNH folicular de células pequeñas + - - - ND 

20 M 74 LNH cutáneo difuso de células grandes + + - + -
inrnunofenotipo T 

Total 20/20 11/20 0/20 6/20 0/15 

Positivos 

(%) 100 55 O 30 O 

--
ND: No determinado Presencia de 2 o más citocinas= 3/10 (15%) 

( * )= Pacientes del estudio preliminar 



Al realizar ei análisis comparativo de la expresión individual del RNAm de 

cada una de las citocinas entre los grupos A y B se encontró lo siguiente: 

El RNAm de TNF-a no se detectó en ninguno de los casos del grupo B (0%) 

(cuadro 4) pero si en 8 de los 19 individuos control (42%) (cuadro 3), lo que señala 

una importante diferencia entre ambos grupos. Además, esta diferencia resultó 

estadísticamente significativa tomando en cuenta tanto los 19 sujetos control del 

grupo A y los 20 pacientes del grupo B (p= 0.001) o bien analizando solamente los 

resultados obtenidos en el nuevo estudio (15 controles y pacientes 15) (p= 0.008). 

Por lo anterior podemos señalar que, a diferencia de lo ocurrido con la IL-10, la 

tendencia del RNAm de TNF-a de encontrarse ausente en los pacientes con LNH 

se mantuvo en ambos experimentos, incluso al incrementar el tamaño de la 

muestra. 

Por lo que respecta al TGF-~, su RNAm fue determinado solamente en los 

15 pacientes y los 15 controles que se incluyeron en la segunda fase del trabajo. 

No se detectó la presencia del amplificado en ninguno de los 15 casos del grupo B 

(cuadro 4) pero si en 8 de los 15 individuos sanos (53%) (cuadro 3). La clara 

diferencia mostrada en la expresión del RNAm de TGF-Il entre ambos grupos 

resultó estadísticamente significativa (p= 0.001). 

Contrario a lo observado en el primer ensayo (cuadro 2), la diferencia en la 

presencia del RNAm de IL-10 entre el grupo control y el grupo de LNH no se 

mantuvo al incrementar el tamaño de la muestra (p= NS), ya que fue expresado en 
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11 de los 19 individuos control (58%) (cuadro 3) y en 11 de los 20 pacientes (55%) 

cuadro 4). 

Tampoco se observaron diferencias estadístícamente significativas en 

cuanto al RNAm de IFN-y , puesto que se encontró en 7 de los 19 controles 

estudiados (37%) (cuadro 3) y en 6 de los 20 pacientes (30%) (cuadro 4). Estos 

resultados concuerdan con los reportados en el estudio preliminar. 

Al comparar la expresión simultánea del RNAm de 2 o más citocinas entre el 

grupo control (63%) y el grupo de LNH (15%) se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa (p= 0.002). 

Entre los individuos control y los pacientes del sexo femenino se observaron 

diferencias importantes en la expresión del RNAm del TNF-a (p=0.01) y en la del 

TGF-j3 (p=O.05), mientras que entre los controles y los pacientes del sexo 

masculino solo se presentó en el TGF-p (p=0.03). 

Las diferencias en la expresión del RNAm de cada una de las citocinas 

entre el grupo control y el grupo de LNH se aprecian en la figura 3 

En la figura 4 se muestra un gel representativo en donde puede observarse 

el corrimiento característico del segmento amplificado específico para cada 

citocina. 
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FIGURA 3. GRÁFICA COMPARATIVA DE LA EXPRESIÓN DEL RNAm DE lL-10, 

TNF-a, IFN-y Y TGF-il ENTRE INDIVIDUOS SANOS (GRUPO Al Y PACIENTES 

CON LNH (GRUPO B) 
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Carril MP: Marcadores de peso molecular para DNA en pares de bases ( pb ); carriles 1 y 

2 muestras positiva y negativa para IFN-y; carriles 3 y 4: muestras positiva y negativa 

para TGF-J3; carriles 5 y 6: muestras positiva y negativa para TNF-a; y carriles 7 y 8: 

muestras positiva y negativa para IL-10. 

Los carriles 3 y 4 muestran 2 bandas por debajo de los 100 pb debidas a un exceso de 

dNTP usados en la reacciól1 de PCR. 

FIGURA 4. CORRIMIENTO ELECTROFORÉTICO DE LOS AMPLIFICADOS 

OBTENIDOS MEDIANTE RT·PCR 
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XII. DISCUSiÓN 

En neoplasias hematológicas como las leucemias y los mielomas, la 

alteración en la producción de citocinas en MO, tanto estimulantes como 

inhibidoras ha sido relacionada con el origen y la progresión de la enfermedad. Sin 

embargo, en otras malignidades como los linfomas el estudio de estos factores se 

ha limitado a ganglios linfáticos y sangre periférica (SP). 2,41,62 

Esta investigación se realizó con el objetivo de detectar la existencia de 

anormalidades en la presencia del RNAm de citocinas específicamente inhibidoras 

(IL-10, TNF-a, IFN-y y TGF-~) en MO de pacientes con LNH en comparación con 

un grupo de individuos sanos, mediante una técnica altamente sensible como el 

RT-PCR. 

El TNF-a es producido de forma constitutiva en la MO de los sujetos sanos 

como ha sido demostrado por otros autores, lo cual concuerda con los resultados 

presentados en este trabajo. 17 

En la hematopoyesis normal, el TNF-a inhibe directamente la proliferación 

de los progenitores pluripotenciales y favorece de la misma forma el crecimiento y 

la diferenciación de las células pre-B a ilnfocitos B maduros. 74 

Por otra parte, se ha reportado su participación como factor de crecimiento 

de blastos en leucemia mieloide aguda (LMA) y su expresión en tumores de 

pacientes con LNH, empleando inmunohistoquímíca y RT-PCR. También se han 

encontrado niveles elevados en el suero de pacientes con MM y LNH. 23,45,48,65,82. 

86 
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En cambio, otros investigadores han mencionado que el TNF-a posee un 

efecto inhibidor del crecimiento in vivo tanto en la MO normal como de pacientes 

leucémicos, en cuyo último caso el TNF-a induce la fragmentación del DNA y la 

muerte de las células malignas por apoptosls. 10,27 

La ausencia del RNAm de esta citocina en la MO de pacientes con LNH 

indica que la proteína no está síendo producida lo que podría contribuir a la 

proliferación descontrolada de los progenitores pluripotenciales, afectar la 

diferenciación de las células B (las cuales se multiplican por la influencia temprana 

de factores como IL-10 e IL-4) y alterar los mecanismos inmunológicos que 

inducen la apoptosis en los precursores linfoides anormales. 

En lo que respecta al TGF-p, el RNAm fue encontrado en más de la mitad 

de los controles y estuvo ausente en todos los casos de LNH, lo cual indica que la 

proteína tampoco está siendo producida en la MO de los pacientes. 

Reportes anteriores han mencionado que dicha cilocina es expresada 

normalmente en la MO de sujetos sanos, lo que se confirmó en este estudio, 

donde además se observó una mayor tendencia hacia su expresión en 

comparación con TNF-a e iFN-y. 17 

El TGF-0 es de vital ímport.ancia en el control de la hematopoyesis normal. 

Posee acciones inhibidoras sobre la célula hematopoyética primitiva y ios 

progenitores como UFC-GEMM, UFB-Meg, UFC-Meg, UFC-G y UFB-E. En la 

población linfoide, bloquea los efectos proliferativos de la IL-2 sobre la UFC-L T y 

probablemente la UFC-LB. También puede inducir la apoptosis en varios sistemas 

celulares, incluyendo linfocitos B humanos. 30,64,73 
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Aunque anteriormente no se habian reportado evidencias semejantes a las 

encontradas en este trabajo, existen diversos estudios que sustentan la 

participación de TGF-B en diversas patologías tumorales; por ejemplo en la 

leucemia hnfoíde aguda (lLA) y la lMA inhibe el crecímiento de precursores de 

células B malignas induciendo la apoptosis y produciendo un bloqueo del 

crecimiento favorecido por G-CSF. 13,62,76 

En cambio no tiene un efecto similar en las células B CDS> de leucemia 

linfoide crónica (llC) que además de producir TGF-B, disminuyen la expresión de 

sus receptores y presentan una respuesta anormal a la inhibición de la 

proliferación e inducción de la apoptosis in vitro por esta citocina. Otras evidencias 

incluyen la presencia de niveles séricos elevados en MM y la detecación, mediante 

RT-PCR, del RNAm en células pre-B y células B maduras neoplásicas en linfomas 

humanos y plasmocitomas murinos. 8,40-42,55 

En LNH la ausencia de TGF-B en la MO podría estar involucrada en: a) la 

inhibición de la apoptosis de precursores "anormales" que pudieran estar 

presentes, favoreciendo su proliferación y b) al ser el TGF-~ un supresor 

importante de la síntesis de la mayoria de las citocinas liberadas por linfocitos y 

macrófagos, su Taita provocaría, en parte, una producción descontroiada de lüs 

reguladores positivos en la MO lo que conduciría a la proliferación excesiva de 

progenitores y precursores hematopoyéticos; por ejemplo un nivel elevado de Il-2 

puede estimular la sobreproducción de precursores linfoides. 

Se ha demostrado que las células neoplásicas de lNH sintetizan TGF-~ in 

vitro, con lo cual inhiben la generación de las células T citotóxicas (Tc) 

contribuyendo al desarrollo del tumor. Además, la llegada de este factor por vía 
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sanguínea hasta la MO podría bloquear la inducción de las actividades de las 

células NK y LAK por parte de la IL-2 y la síntesis del RNAm de citocinas 

inhibidoras como IFN-y y TNF-a, sin embargo la ausencia del TGF-~ constitutivo o 

endógeno parece indicar la presencia de otros factores en el microambiente que 

bloquean su síntesis. 1,4,8,27,74 

El IFN-y es otro de los inhibidores específicos de la hematopoyesis normal 

en humanos, particularmente en las fases iniciales de la diferenciación de los 

progenitores primitivos. 9,30.71,72,85 

En condiciones patológicas como la LLC se ha resaltado la participación del 

IFN-y como un inhibidor de la muerte por apoptosis de los linfocitos B malignos 

CDS' in vitro. 12 

En contraste, dicha citocina detiene el crecimiento de células Daudi 

derivadas de linfoma de Burkitt (LBu) y su acción conjunta con TNF-a y TGF-~ 

inhibe la proliferación in vitro de líneas celulares derivadas de mieloma humano e 

hibridomas/plasmocitomas munnos. 66,84 

También se ha demostrado que el IFN-y media la fagocitosis de células B 

malignas de LNH por macrófagos activados. 21 

Estos hallazgos podrían orientar la interpretación de los resultados 

obtenidos hacia dos vertientes: 

al La presencia de IFN-y en MO de pacientes con LNH media la 

actividad fagocítica de los macrófagos sobre las células o sus precursores con 

elevado potencial neoplásieo, los cuales no son posiblemente detectados por la 

sóla observación de su morfología, en cuyo caso el IFN-y sería un factor 
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indicativo de la respuesta del sistema inmune por detener la proliferación de 

células malignas o que pueden posteriormente convertirse en tumorales. 

b) EIIFN-y en LNH, de manera semejante a lo que ocurre en LLC, inhibe 

la apoptosis de linfocitos malignos. 12 

Cabe aclarar que la presencia del RNAm de IFN-y en la MO de los controles 

y los pacientes no garantiza el que la proteina esté siendo producida por las 

células estromales y accesorias, por lo que cualquier interpretación que pudiera 

darse a los resultados obtenidos en este trabajo debe ser sustentada o 

comprobada en posteriores investigaciones donde se incluya, además de la 

detección del RNAm, la determinación de la proteína mediante técnicas que 

utilicen anticuerpos monoclonales como en ELlSA. 

Aunado a lo anterior, la banda correspondiente al amplificado de IFN-y de 

los controles y los pacientes que la presentaron fue débilmente positiva en la 

mayor parte de los casos, lo que hace necesario particularizar en su estudio. 

Por otra parte, no se encontró una diferencia significativa en la expresión del 

RNAm de IL-10 entre los grupos estudiados. Al ser un importante factor de 

crecimiento y diferenciación de linfocitos B humanos, es razonable su hallazgo en 

la MO de individuos sanos, como ha sido reportado por otros autores empleando 

RT-PCR. 17 

El interés del estudio de esta citocina en LNH se debió a que posee efectos 

inhibidores en el sistema inmunológico y en la hematopoyesis, además de las 

varias evidencias reportadas acerca de su presencia en el suero de pacientes con 

LNH asociada al virus Epstein Barr (EBV). 6.8 
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El empleo de RT-PCR ha revelado un incremento en la producción de IL-10 

en tumores linfociticos de origen S, lo que sugiere un mecanismo de evasión por el 

cual las células neoplásicas suprimen la respuesta inmune celular al inhibir la 

producción de IL-2, TNF-o: e IFN-y por los linfocitos TH1 y la activación de linfocitos 

Te, células NK y células LAK implicadas en la respuesta antitumoral, contribuyendo 

a la progresión dellinfoma. 1.8.27.74 

Lo anterior también ocurre en pacientes Infectados con el virus de la 

leucemiallinfoma de células T del adulto-1 (HTLV-1), en algunas lineas celulares 

de LSu transformadas y no transformadas por el ESV y en células S infectadas con 

el mismo virus provenientes de enfermos con SIDA. 5.11.24.52 

Si bien está claro que la IL-10 participa en el desarrollo de desórdenes 

linfoproliferativos por los hallazgos encontrados en suero y células tumorales, los 

datos que aquí se reportan sugieren que no parece ocurrir lo mismo en MO. Sin 

embargo, de manera semejante a lo que ocurre con el IFN-y , no se sabe si el 

RNAm está siendo traducido a proteína y en que proporción. 

De ser así, es posible que en los individuos sanos la IL-10 producida por el 

estroma (endógena) participa como un factor de crecimiento de las células pro-B, 

mientras que en el LNH la IL-;ü producida por las céiuias neopiásicas podría iiegar 

a la MO a través de la SP e inhibir la síntesis de TNF-u e !FN-y así como la 

producción de la IL-2 implicada en el desarrollo de células mieloides (como UFC­

GM) y linfoides (UFC-LB, UFC-L T) y en la síntesis de IFN-y y TGF-B por células 

NK. 59 
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Al analizar la expresión individual del RNAm de TNF-a, IFN-y e IL-10, en 

ambos grupos se observó una mayor frecuencia en la de IL-10 en comparación 

con la del IFN-y. En cambio hubo una total polarización hacia la falta del RNAm de 

TNF-a en LNH, a diferencia del grupo control. Si el RNAm de estas citocinas está 

siendo traducido a proteina, es probable que el IFN-y producido sea capaz de 

bloquear la sintesis de la IL-10 endógena en algunos casos (pacientes 2,17 Y 18), 

sin embargo la falta de TNF-a en los mismos estaría señalando la presencia de 

otros factores que bloquean su síntesis, entre ellos posiblemente la IL-10 y el TGF­

~ de origen neoplásico. Ambas parecen no afectar al IFN-y. 

Por otra parte, aun cuando el promedio de años de los individuos control y 

los pacientes es muy semejante y la edad podna ser un factor involucrado con la 

ausencia del RNAm de IFN-y en las mujeres con LNH, la heterogeneidad que 

existe en la edad de los integrantes de cada grupo no permite aseguar si ésta 

Influye o no en la expresión del RNAm de las citocinas, por lo que se sugiere 

realizar otros estudios empleando un mayor número de muestras tanto de 

individuos sanos como de pacientes de la misma edad y sexo. 

Es importante tener en cuenta que ia presencia del RNAm de una misma citocina 

en los dos grupos estudiados no significa que produzcan una cantidad igual de 

estas moléculas, por lo que no basta con detectar el RNAm sino que además es 

necesario investigar la concentración en que se encuentra o que tanto se expresa 

y que cantidad se traduce efectivamente en proteína Por ejemplo, si el RNAm de 

IL-10 o IFN-y está tanto en las células de la MO de los individuos sanos como en 
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las de los pacientes, la proteína puede ser producida en el primer grupo y no en el 

segundo o viceversa, o bien en ambos, situación que debe ser investigada 

mediante otras técnicas como la RT -PCR competitiva, que permite detectar y 

cuantificar el RNAm de interés, y el ensayo inmunoenzimático o ELlSA, que 

permite determinar la concentración de la proteína formada. 
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XIII. CONCLUSIONES 

1) El empleo de la técnica de RT-PCR fue de gran utilidad en la 

detección del RNAm de las citocinas inhibidoras IL-10, TNF-a.. IFN1' y TGF-~ 

en la MO de los individuos sanos y los pacientes con LNH. 

2) No obstante. la presencia del RNAm de los reguladores negativos no 

garantiza que se traducirá en proteína, lo cual es una limitante del trabajo, por 

lo que se requiere el empleo de otras técnicas, como RT-PCR competitiva y 

ELlSA, que permitan detectar y determinar la concentración del RNAm asi 

como la concentración de la proteína que se produce respectivamente. 

3) De ser así, el hallazgo de dos o más citocinas inhibidoras en más de 

la mitad de los individuos sanos indicaría que su presencia es importante para 

regular la hematopoyesis normal y que las alteraciones en al producción de los 

reguladores negativos TNF-a y TGF-~ en la MO de los pacientes con LNH 

podría ocasionar: a) un desarrollo anormal de las células progenitoras, b) una 

respuesta aberrante de las células anormales a la apoptosis y c) la 

desfregulaciófi de los mecanismos que controlan ia proliferación ceiuiar. 

4) DeOido a la heterogeneidad que existe en la edad de los individuos 

control y los pacientes, se sugiere realizar otras investigaciones empleando 

individuos sanos y pacientes con la misma edad y sexo que permitan saber con 

seguridad como influyen estos dos factores es la expresión del RNAm de las 

citocinas. 
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XIV. ANEXO 1 

REACCiÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA (PCR) 

FUNDAMENTO 

El PCR es un proceso bioquímico in vitro cuyo principio es la amplificación 

enzimática de un fragmento o secuencia de DNA especifico fianqueado por 

oligonucleótidos. 7.20 

La duplicación de las cadenas individuales de DNA es realizada por la DNA 

polimerasa en los ciclos repetidos (generalmente de 20 a 30) que integran la 

reacción. Al terminar cada uno de ellos, las nuevas cadenas vuelven a ser 

duplicadas por la misma enzima lográndose al final una producción exponencial 

(2") de millones de copias del gen o del segmento específico sometido al proceso 

(figura 5). 3 

RETROTRANSCRIPCIÓN-REACCIÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA (RT­

PCR) 

FUNDAMENTO 

La expresión de un gen también puede ser analizada determinando el 

producto final (proteína) o su RNAm mediante retrotranscripción. Esta modalidad 

de PCR. denominada RT-PCR, emplea a la enzima transcriptasa reversa, 

descubierta en 1970 por Howard Temin, la cual es capaz de sintetizar cONA a 

partir de RNAm, generalmente dificil de obtener, captado con un oligonucleótido 

con ti minas usado cemo iniciador que se une específicamente a la cola de 

poliadeninas [poly (A»] del RNAm. De esta manera, la presencia de RNAm no sólo 

nos dice si el gen que codifica para una determinada proteína se encuentra 

presente en el DNA genómice, sino que también se transcribe. 7.28 
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FIGURA 5. ESQUEMA DEL SISTEMA DE RT -PCR 

Barrera, S , Ortíz, L y ROJas, M 1993 Reacción en cadena de la polimerasa Una época dorada en 
la biología molecular. Ciencia y Desarrollo 19' 50-59. 
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XV. ANEXO 2 

REACTIVOS Y SOLUCIONES. 

Solución de lisis de eritrocitos 

'NH, CI: 0.829 9 

'EDTA disódico: 0.0052 9 

'Na HC03: 0.1 9 

Mezclar los reactivos y ajustar el pH a 7.4, aforar a 100 mi con agua destilada. 

Amortiguador de fosfatos CPBSl 

'KCI: 0.2 9 

'K H2PO,: 0.2 9 

'NaCI: 8 9 

'Na H2PO,. 7 H20: 2.16 9 

Mezclar los reactivos y ajustar el pH a 7.35 y aforar a 1000 mi con agua destilada. 

Amortiguador de fosfatos con albúmina al 0.5% (PAB) 

2Albúmina sérica bovina: 5.0 9 

Diluír en PBS estéril con pH de 7.35 

Azul tripano al 0.02%. 

2Azul Tripano al 0.4%: 100 ~I 

PBS estéril pH 7.35 cbp 2 mi 
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Agua tratada (agua-DEPC al 0.1 "lo) 

'Dietilpirocarbonato (DEPC): 1.0 mi 

Aforar a 1000 mi con agua destilada. 

Etanol al 75%. 

'Alcohol etílico absoluto: 75 mi 

Agua-DEPC estéril: 25.0 mi 

Mezclar y almacenar a -20°C 

Gel de agarosa al 1 % 

'Agarosa grado electroforesis: O 3 9 

TAE 1 X: 30 mi 

Calentar y mezclar para disolver completamente. 

Amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAEl 1 X 

'Tris base 0.04 M: 4.84 9 

Ácido acético glacial: 1.142 mi 

EDT,l1, 0.5 M pH 8.0: 2 m! 

Aforar a 1000 mi con agua destilada. 

EDTA (ácido etilendiamino-tetra-acéticol 0.5 M. pH de 8.0 

'EDTA disódico: 7.445 9 

Disolver en 40 mi de agua destilada, ajustar el pH a 8.0. 

57 



Gel de poliacrilamia al 40%. 

Solución stock de acrilamida al40 %: 1.75 mi 

TBE 10X: 0.06 mi 

Agua desionizada: 3.5 mI 

4TEMED (N N N'N'-tetra-metil-etilendiamina)' 5}ll 

4pSA al 10%: 30 }ll 

Mezclar todos los reactivos. El tiempo de polimerización es de 20 minutos 

aproximadamente. 

Acrilamida al 40% 

4Acrilamida: 7.6 9 

4Bis acrilamida: 004 9 

Disolver en 20.0 mi de agua desionizada. Almacenar a temperatura ambiente y 

proteger de la luz. 

TBE 10X (Tris-boratos-EDTA) 

Tris-base: 108.0 9 

3Acido bórico: 55.0 9 

EDTA O.5M, pH de 8: 40.0 mi 

Aforar con agua destilada a 1000 mI. 
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TBE1X 

TBE 10X: 100.0 mi 

Aforar con agua desionizada a 1000 mI. mezclar y almacenar a temperatura 

ambiente. 

PSA al 10% (Persulfato de amonio al 10%) 

4Persulfato de amonio: 1.0 g 

Agua desionizada estéril: 10 mi 

Homogeneizar y distribuir en alícuotas en tubos eppendorf limpiOS. Almacenar a 

4°C. 

Solución stock de Bromuro de etidio 10 mglml 

Bromuro de etidio: 1.0 g. 

Aforar a 100 mL con agua desionizada. 

Solución de carga (amortiguador de corrimiento) 

sGlicerol: 5 mL 

1EDT,l\ 1.0 mM, pH de 8: 20 IJL 

4Azul de bromofenol: 2.5 ~g 

2Xilencianol: 2.5 ¡Jg 

Agua tratada con DEPC: 5.0 mi 

Homogeneizar y mantener a temperatura ambiente. 

1 BAKER-ANAL YZED, 2 SIGMA, 3 MERCK, 4 BIO-RAD, s GIBCO 
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