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cbp: cuanto baste para...
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MiiH: nicroambiente inductivo
hematopoyético

MiP-1a: proteina inflamatoria  de
macréfagos 1-alfa

MIP-1f: protelna inflamatoria  de
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m#: milimolar
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MP: marcadores de peso molecular
ND: no determinado
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til. RESUMEN

La presencia de cifocinas tanto estimulanies como inhibidoras en el
microambiente de la médula dsea (MO) es esencial para confrolar la proliferacion y
diferenciacién de las células progenitoras y precursoras hematopoyéticas, que dan
origen a las células sanguineas funcionales

El linfoma no Hodgkin (LNH) es una neoplasia hematolégica que afecta
principaimente 2 las células linfoides B v T, las cuales pierden en mayor o menor
grado su capacidad de diferenciacion y escapan de los mecanismos que regulan el
crecimiento celular.

Aungue se ha demostrado que algunas citocinas participan en la
proliferacion de las ¢éiulas neopldsicas en LNH y se han encontrado niveles
incrementados tanto en sangre periférica (SP) como en ganglios linfaticos, se
desconoce sl existen anormalidades en cuanto a la produccion de citocinas en la
MO vy si éstas pueden afectar el desarrollo de los progenitores linfoides
predisponiéndolos a la neoplasia.

En e} presente trabajo se estudid, mediante retrotranscripcién-reaccion en
cadena de ta polimerasa (RT-PCR), ja expresidn del acido ribonucleico mensajero
(RNAm) de algunas de ias principates cilocinas stprescras de |z hematopovesis
como interteucina-10 (IL-10), factor de necrosis tumoral-g (TNF-a} e interferon-y
{IFN-y) en células tolales de MC de 19 individuos clinicamente sanos
pertenecientes al programa de transplante de MO, los cuales constituyeron el
grupo control, y 20 pacientes con diagnéstico oncolégico definitivo de LNH

correspondiente a cualguiera de sus diferentes tipos histoiégicos y sin tratamiento



previo. También se determind ia expresién del RNAm del factor transformante del
crecimiento-p (TGF-8) en 15 controles y 15 pacientes mediante la misma técnica.

Se encontrd que, a diferencia del grupo control, los pacientes con LNH no
presentaron ef RNAm de TNF-a (p= 0.001) y TGF-B (p= 0.001). En cambio, no se
observd 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
alieraciones en la produccidn del RNAm de citocinas inhibidoras en el
microambiente de [a MO de los pacientes con LNH, lo que podria ocasionar: a) un
desarrollo anormal de los progenitores linfoides, b) un desbalance de los
mecanismos hematopoyéticos gue regulan el crecimiento celular v c) escape de las
células anormales en la MO a ia apoptosis. Todo ello puede contribuir a la

tfransformacitn necpldsica de las células linfoides en LNH,



IV. INTRODUCCION
HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis (hemato: sangre, poiesis: formacién) se define como el
proceso de generacidn de las celulas sanguineas en el cual, por influencia def
microambiente, una célula madre totipotencial hematopoyética (CTH) sufre una
serie de cambios concatenados que inician con su autoduplicacion, seguidos de
diferenciacién, maduracion, y finaimente la produccion de elementos sanguineos
funcionales (figura 1). 60. 54

En el humano adulto la hematopoyesis esta confinada a la médula ésea
(MO) de los huesos planos comc las vértebras, costillas, esternén, pelvis,
claviculas, escapulas, porciones proximales extremas del hiimero, fémur, craneo y
mandibulas. 5

Para que la hematopovesis se lleve a cabo de manera efectiva es necesario
que exista la accién reciproca entre células madre y el estroma que, ademas de
tener un pape! de soporte, constituye el microambiente inductive hematopoyético
{MIH).

El MIH es un compilejo heterogéneo de células y sus respectivos productos
que mantiene y regula &f crecimiento de la CTH. Consta de una estructura formada
por redes de sinusoides o conductos vasculares que estdn separados del estroma
intersinusoidal, donde ocurre fa hematopoyesis, y de su luz por una delgada capa
luminal de células endoteliales, una membrana basal y células reticulares
adventiciales que construyen una matriz espongiforme tridimensional al emitir
prolongaciones citoptasmaticas y sintetizar fibras de reticulina formando, junto con
los fibroblastos, el andamiaje para las células hematopoyéticas en vias de

desaFI'OHO 1, 4, 28, 35, 60, 63, 80



Las proteinas como coladgena (tipos |, Hi, IV y Vi), laminina, fibronectina y
proteoglicanos forman parte det entramado que permite ef alojamiento de la CTH y
su progenie en el estroma y estan involucradas en |& presentacion de citocinas y
en la diferenciacion celular. ¢

Las c¢élulas accesorias maduras como NK (Natural Killer), monocitos y
linfocitos B y T participan en la formacién de! MiH al secretar citocinas y factores de
crecimiento, ademas de mantener interacciones célula-célula con los precursores
en desarrolio, + %

La hematopoyesis in wvivo estd altamente compartamentalizada. La
produccion de célutas sanguineas a partir de la célula madre ocurre dentro del
estroma y su distribucion no es al azar, sino que forman colonias o “nichos" de
células de un linaje en paricular, lo que hace suponer que los progenitores y
precurscres estan expuestos a influencias reguladoras o microambienies con
caracteristicas especificas gue difieren en su capacidad para promover de forma
preferencial ya sea la autorrenovacion de la célula madre o su compromiso
diferencial en alguno de los iinajes sanguineos. Las caracteristicas de cada uno de

los posibles tipos de microambientes no han sido bien definidas pero
indudablementa log

como inhibidoras, estan involucrados en este fenomeno. '¢ %
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FIGURA 1. MADURACION DE LAS CELULAS SANGUINEAS. ARBOI. HEMATOPOYETICO

Ruiz, A, 1993 Fundamentos de hematologia. Editorial Médica Panamericana. México. pp 15-23.



CITOCINAS Y HEMATOPOYESIS

i_a presencia de las citocinas en el microambiente de la MO es esencial para
controlar tos procesos de diferenciacién, maduracion, sobrevivencia y proliferacion
de las células madre v su progenie. Pueden ser enddgenas o exdgenas. Las
primeras sen producidas en el microambiente medular por células estromales y
iinfohematopoyéticas e incluyen varias interteucinas (IL) y factores estimulantes de
colonias (CSF). Las exdgenas llegan a la MO a través de la sangre arterial y
provienen de células maduras (como linfocitos, monocitos ¥ NK) que han sido

activadas en ofros tejidos. 27 3% 5% 57.84.7%.80

Aungue las citocinas forman un grupo heterogéneo de moléculas
glicosiladas, comparten caracteristicas y actividades biolégicas, entre ellas su bajo
neso molecular (menes de 80 Kda) y su actividad a concentraciones muy bajas (de
10® a 107 M). Pueden ser producidas por una gran variedad de células en
diversos lugares del organismo, ya sea de forma constitutiva o después de la
estimulacién celular, y actuar sobre diferentes tipos celulares (pleiotropia). Sus
efectos generalmente son locales, actian de manera autocrina o paracrina y solo
algunas, que estdn presentes normaimente en cantidades detectables en la
sangre, tienen acciones endocrinas como el factor transformante del crecimiento B
{TGF-B}, eritropoyetina (EPO), el factor de céiulas madre (SCF) o ligando c-kity el
CSF de monocitos {M-CSF). Ademas pueden medular iz expresian de sus propios
receptores o los de otras citocinas sobre Ia misma ¢élula, lo que permite esiablecer
un mecanismo de retroalimentacion positivo. Generalmente regulan mas de una

linea celular y muestran efecto aditivo, antagdnico o sinérgico con ofros factores de



crecimiento. Su unién a receptores de membrana especificos sobre las células
hematopoyéticas determinan la respuesta de proliferacion, maduracion o muerte

Ce]uiaf. 1,27,36, 74,77, 80

En {a actualidad se han descritc mas de 20 citocinas gue acttan de forma
compleja y concertada en interaccicnes que regulan finamente el proceso
hematopoyético e incluyen: CSFs, s, factores de necrosis tumoral (TNFs),
interferones (IFNs), TGFs, enire ofras. Los CSFs y algunas ILs participan como
reguiadores positivos, el TGF-f vy el TNF-o poseen efectos predominantemente
negativos. Ctras como la IL-2 y la IL-4 realizan ambas funciones. Tal dualidad vy §a
inclinacion hacia la estimulacion o la inhibicion dependen del estado de desarrollo,
maduracion y diferenciacion de las células blanco, ademas de la presencia de

otros factores en el micrcambiente, 54 57,80

Las citocinas que tienenh accion directa sobre alguna (s) célula (s) en
parficular suelen agruparse como factores tipo | e incluyen a la IL-3 y CSF de
granulocitos/monocitos (GM-CSF). Los factores tipo 2 son agueilos que sinergizan
cen los CSFs pero que por eiios mismos no poseen una actividad estimuiante de
colonias intrinseca como son L4, {L-5, iL-6 e IL-11. Los factores tipo 3 como la 1L~
1y la IL-2 pueden regular la hematopoyesis indirectamente al inducir 1a liberacion

de CSFs por sus respectivas célutas productoras.

A suvez, en cada linaje celular infiuyen factores v citocinas clave que actian
preferentemente en los estados; femprano, intermedioc o tfardio de ia

hematopoyesis, lo que establece una jerarguia en sus funciones. * %%



Las cliocinas de accién temprana tienen mayor impacto sobre progenflores
potenciales multilinaje mas proliferativos y se ha visto que son necesarios para la
sobrevivencia y proliferacidn inicial, ademas de que pueden modutlar fa respuesta a
otros factores de crecimiento relacionados con el compromise hacia un finaje en
particular. También pueden actuar sinérgicamente y favorecer ia enirada de las
células madre y progenitoras al ciclo celular, estimulando su division. Como
ejemplo puede mencionarse a la iL-1q, IL-3, IL-6 y G-CSF cuyos receptores se han
encontrado expresados sobre las células madre maduras v primitivas murinas,
mientras que los progenitores méas avanzados se unen especificamente a (-3,
GM-CSF, G-CSF, IL-6 e iL-1c. %%

Los factores de accidén intermedia como GM-CSF, G-CSF, IL-3 e 1L,
pueden estimular la proliferacion de progenitores multipotenciales pero solamente
después da que han entrado a su ciclo celutar. ¥

Por su parte, los factores de accion tardia actian sobre la diferenciacién
terminal, expresidén fenctipica vy funcionalidad final de los progenitores

comprometidos. Entre ellas se encuentran: PO, IL-8, M-CSF, G-CSF ¢ IL-5. 7 %

81,75

Los principales reguladores gue actdan a lo large de la ontogenia de los
diferentes linajes micloides y linfoides se presentan en la figura 2A vy 2B,

respectivamente.
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Como ya se menciond, el estroma participa activamente en la reguiacién de
la hematopoyesis estable al producir varias citocinas de manera constitutiva en
bajas concentraciones, tal es el caso del M-CSF, SCF, proteina inflamatoria de
macrofagos-1o (MIP-1a), TGF-B, TNF-a, TNF-3, IL-18, IL4, IL-6, iL-7, IL-11, IL-15,
e IL-17. Otras citocinas como el G-CSF, GM-CSF, iL-1q, 1L-2, IL-3, IL-5, IL-8, IL-12,
IFN-y e inhibina parecen no estar presentes de manera constitutiva, sino que son
expresadas como respuesta a un estimulo especifico y forman parte de ia
regulacion autocrina o paracrina de la hematopeyesis inducible. Algunas come la
iL-2, IL-5, IL-8 e IL-12, que no han sido detectadas en MO de individuos normales,

poseen la capacidad de inducir la sintesis de otros reguladores, * 1" 26 27. 30, 53.68

Se ha propuesto que diversos factores inhibidores pueden suprimir
selectivamente la proliferacicn de las células hemateopoyéticas 2 inducir I2 muerte
celular. Dentro del grupo de las citocinas supresoras mas importantes se

encuentran la IL-10, el TNF-a, el IFN-y y el TGF-p. 3 4%

Aungue la IL-10 posee actividades inmunoestimulantes, se ha caracterizado
principaimente por ser un factor inmunosupresor. nhibe la sintesis de [L-2, TNF-g
e iFN-y por ios linfocitos T cooperadores tipo 1 (TH1). A su vez, el iFN-y bloguea ia
produccion de IL4, IL-5, IL-6 e IL-10 por los linfocitos TH2. 2527, 30,54.74

La IL-10 también deprime la sintesis de citocinas inflamatorias producidas
por los macrofagos como GM-CSF, CSF de granulocitos (G-CSF), IL-18, L6, iL-8,
TNF-o y TNF-§ v, por lo tarto, interfiere con el crecimiento de la UFC-GM, lo que la

sefiala como un modulador negative indirecto de la hematopoyesis. &7 %
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Sin embargo, la iL-10 también puede inhibir directamente Iz preliferacion de
células T, ta secrecion de {L-2 y bloquear ef crecimiento de célutas pro-B CD19"

pefo no el de las pro-B CD19". 74 &

Por otra parte, el IFN-y v el TNF-o parecen ser inhibidores especificos de
ciertos linajes. Ambos pueden actuar sinérgicamente para suprimir ef crecimiento
de la UFB-E, UFC-GEMM y UFC-GM. ®

No obstante, e TNF-o es un regulador bidireccional de !a hematopoyesis,
sus acciones estimulantes las lleva a cabo de manera indirecta sobre las células
progenitoras muy primitivas CD34™ CD38 al inducir activamente la produccion de
factores de crecimiento hematopoyéticos come G-CSF v GM-CSF provenienies de
fibroblastos, ia expresion de los receplores para IL-3 y GM-CSF e incrementar, en
conjunic con ia iL-3, la resistencia a los efectos inhibidores ejercidos por el TGF-B,
pero no por |FN-y 14 3%.38.72

Los efectos inhibidores de TNF-a ocurren de manera directa a fravés de sus
dos receptores identificades en humanos y ratones. El receptor de 55 Kda media
los efectos antiproliferativos de TNF-o sobre células progenitoras maduras murinas
actuande a altas concentraciones y disminuyendo la expresion de receptores para
CSFs que habian sido previamente estimulados por G-CSF vy ofros reguladoras
derivados de células accesorias. Fn contraste, la unién de TNF-a a su receptor de

75 Kda inhibe ia proliferacion de céluias progenitoras mas inmaduras. '*

Por su parte, ef IFN-y s un inhibidor selectivo de células CD34™ CD38

pero no de células progenitoras mas maduras CD34° CD38" e incluso puede tener
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efectos estimulantes en la mielopoyeis temprana al actuar en conjunio cortla IL-3 y
tener huevamente efectos negativos sobre células mas maduras. 7

Estudios recientes indican que una sobreexpresion de IFN-y en timo y MO
provoca una reduccidn en las células del linaje B en ambos sitios, ademas de bazo

¥ nodulos finfeides, asi come un incremenic en los timocitos CD4™ CD& y CD4"

cDg*, %

El TGF-B es la citocina supresora que ha recihido mayor atencion por su
habilidad para ejercer efectos inhibidores directos sobre las células madre
primitivas CD34"" CD38 impidiendo su salida de la fase Go del ciclo celular,
mientras que funciona como factor estimulante sobre células mas maduras. * 5" 57

Siendo el mas potente supresor enddgeno de la proliferacion celular, el
TGEF-R actiea come sefial negativa autecring en linfociios By T 2 inhibe l2 gecién de
sefiales positivas, principalmente las mediadas por IL-2, también suprime ia
expresion del receptor de IL-1 en células hematopoyéticas. 3% 5" %7

El incremento en la sobrevivencia de los progenitores primitivos en
respuesta a G-CSF, IL-1, IL-6 & iL-11 es fuertemente contrarrestado por el TGF-§ y
la reduccién en la viabilidad promovida por SCF y factor de crecimiento
hematopoyético (HGF) en presencia de TGF-p esia asociada a un incremento en la
apoptosis. 73

También inhibe e! crecimiento de células NK in vivo, la UFC-GM, la sintesis
de factores estimulantes como IL-3, GM-CSF y el crecimiento celular inducido por

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

por fa |L-2 y célutas LAK, ¥
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LINFOMA NO HODGKIN

Los linfomas no MHodgkin (LNH) constituyen el mas grande y heterogéneo
grupo de neoplasias que afectan el sistema linfatico e inmune. Se caracterizan por
una proliferacion de linfocitos malignos B o T detenidos en diversas etapas de su
maduracion. 7

A diferencia de lo que ocurre en las ieucemias, caracterizadas por el
predominio de precursores linfoides y mieloides inmaduros conocidos como blastos
y una afectacion inicial en MO, en los LNH las transformacicnes neoplasicas
residen primordiaimente en los ganglios linfaticos superficiales y profundos,
pudiendo diseminarse por via hematdgena a zonas exiraganglionares donde axista
tejido linfatico, principalmente higado vy bazo, asi como tejido linfatico asociado a
mucosas (MALT) en el aparato gastrointestinal (principaimente infestino delgado,
estomago, anillo de Waldeyer) v tejido linfatico asociade a bronquios (BALT) en el
aparato respiratorio (amigdalas y pulmones).

En fases avanzadas el LNH lega incluso a infiltrar otros tejidos como MC y
sistema nervioso central (SNC). En ocasiones el fumor puede inicialmente
comprometer alguno de esios sitios extraganglionares, incluyendo mama y piel, ¥
posteriormente propagarse de manera imprevisible hadia ganglios linfaticos
vecinos o distantes. De lo anterior se deriva que ef linffoma es la manifestacion
maligna de! tejide linfaticc y puede llegarse a considerar como una enfermedad
sistémica a medida que avanza y no como una enfermedad localizada que afecta

solamente a fos ganglios linfaticos. -

Aungue el LNH es el tumor mas comin en pacienies con edades

comprendidas enire los 20 y 40 afios generalmente afecta a los que tienen mas de
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50 y rara vez se diagnostica durante el primer afio de vida. La incidencia cada vez
va en aumento, afectando primordialmente al vardn. Las variaciones de frecuencia

pueden depender de las caracteristicas étnicas. *" %

Los LNH se clasifican, con base en la agresividad clinica, como de bajo,
intermedio y alto grado de malignidad y se caracterizan por presentar pobiaciones
de células neoplasicas homogéneas y un patrdon histoidgico que puede ser
folicular, nodular o difuso. ¥

Los subtipos histopatdlogicos estdn determinados por el tipo de células que
predominan, lo cual permite clasificarios morfoldgicamente; mas del 80% de los
linfomas proceden de una poblacidn monoclonal de células B, el porcentaje

restante pertenece a células T, %%

La eticlogia de los LNH es desconocida, aciualmente se ha visto un
incremento en [a frecuencia de linfomas relacionados a una deficiencia basica o
desrregulacion del sistemna inmunologico o cual puede ser un factor importante y

predisponente en la aparicién del tumor.

UTILIDAD DE tA RETROTRANSCRIPCION-REACCION EN CADENA DFE LA
POLIMERASA (RT-PCR) EN EL ESTUDIO DEL RNAm DE LAS CITOCINAS

La expresion génica se refiere a un proceso biologico que se inicia desde la
activacién de la franscripcion de un gen vy concluye con la generacién de una
proteina madura gue tiene una accion determinada y que participa en la actividad

biologica, formando parte de ia expresién fenotipica de fa célula. 7
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El anaiisis de la expresién génica se realiza a través de ia determinacion de
algunos de los productos de este proceso, como es la proteina, que es el producto
final de la expresion, o bien el &cido ribonucleico mensajero (RNAmM) gue es el

producto intermediario entre el gen y la proteina.

Aungue en la mayoria de los casos existe una estrecha correlacion entre 1a
presencia del RNAmM vy su traduccidn en la proteina, 1a presencia del RNAmM no
garantiza que ésto ocurra. >’

Algunas metodologias que permiten saber si dicho progeso se ha llevado a
cabo consisten en detectar v/fo cuantificar la proteina de interés empleando
anticuerpos especificos dirigidos contra ella. Como ejemplo puede mencionarse el
ensayo inmunoenzimatico conocido como ELISA {enzyme linked inmunosorbent

assay). ’

Por su parte, la reaccién en cadena de la polimerasa {PCR) consiste en la
sintesis enziméatica in vitro de millones de copias de un segmento especifico de
acido desoxirribonucleico (DNA} (ver anexo 1), o bien, se puede partir de un molde
que contenga DNA complementario (¢cDNA), es decir, RNAmM que ha sido
previamente copiado a cDNA por la enzima transcriptasa reversa. £l empleo de
uno u otro molde dependera del interés del investigador, Cuando la finalidad es
amplificar el fragmento de un gen, particularmente intrones, se utiliza como
substrato e DNA extraido de los cromosomas. En cambio, cuando se pretende
estudiar la expresién de un gen a través de detectar la presencia del RNAm, se
paite del ¢cDNA; en cuyo Ultimo caso ia técnica se denomina retrotranscripcion-

reaccion en cadena de ia polimerasa (RT-PCR). *7
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Come parte inicial de un proyecto de investigacién mas amplio, el presente
trabaje tiene como finalidad conocer si el RNAm de algunas de las citocinas
inhibidoras mas importantes de la hematopoyesis, como [L-10, TNF-a, IFN-y y
TGF-B, estd presente en las células totales obtenidas de aspirados de MO de

pacientes con LNH.

Dado que tas células estromaies de la MO producen, en condiciones
fisiologicas normales, éstas y otras citocinas de manera consfitutiva en bajas
concentraciones, el emplec de la RT-PCR es de gran utilidad, ya que su alta
sensibilidad y especificidad permiten ta amplificacién de bajas concentraciones de

moléculas de RNAm. *7

Y. ANTECEDENTES

En un trabajo preliminar, utiizando la técnica de RT-PCR, se estudid la
presencia del RNAm de algunas citocinas con funcién inhibidora de fa
-y en ia MO de 4 individuos clinicamente
sanos {grupo confrol) v 5 pacientes con LNH sin tratamiento previo Ninguno de los
pacientes presentd el RNAm de ia IL-10, a diferencia del grupe conirol (p= 0.047).
Se observo una ligera tendencia, aunque no estadisticamente significativa, en

cuanto a fa ausencia del RNAm del TNF-a y el de IFN-y en el grupo de LNH, '
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¥. ANTECEDENTES

En un frabajo preliminar, utiizando lz técnica de RT-PCR, se estudid la
presencia del RNAm de algunas citocinas con funcidn Inhibidora de la
NF-o € iFN-y en ia MO de 4 individuos diinicamente
sanos {grupo control) v 5 pacientes con LNH sin tratamiento previo. Ninguno de los
pacientes presentd el RNAm de fa IL-10, & diferencia del grupo control (p= 0.047).
Se observd una ligera tendencia, aungue no estadisticamente significativa, en

cuanto a la ausencia del RNAm del TNF-u v el de IFN-y en el grupo de LiNH. ™
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Con el fin de ampliar esta investigacion, se realizéd el presente tabajo
captando un mayor nimero de controles y pacientes en los cuales se determind el

RNAmM de las mismas cifocinas, incluyéndose ademas la det TGE-p.

Vi, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Se requiere conocer ia expresion del RNAm de las citocinas 1L-10, TNF-q,

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

Wii. JUSTIFICACION

Ei conocimiento de las complejas interacciones que se llevan a cabo entre
los reguladores positivos y negatives y las células progenitoras en el
microcambiente de la MO, ha sido ia base para explicar por qué las anormalidades
en la produccién de citocinas observadas en algunas neoplasias hematolGgicas

como las leucemias, favorecen la progresion de la enfermedad.

Algunos investigadores sefialan que el efecto neto de la sobrevivencia y
autorrenovacion de las células neoplasicas puede estar relacionado con el
incremento en la produccion de factores estimulantes, la deficiente produccién de
factores inhibidores o una combinacién de ambos, 1o que pedria alterar ia

hematopoyesis y conducir a ja aparicién de neoplasias hematologicas.
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Con el fin de ampliar esta investigacion, se realizé e! presente frabajo
captando un mayor namero de controles y pacienies en los cuales se determiné el

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

Vi. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Se requiere conocer {a expresion del RNAm de las citocinas H-10, TNF-q,

tFN-y y TGF-B en MO de individuos sanos y de pacientes con LNH.

Vii. JUSTIFICACION

Ei conocimiento de las complejas interacciones gue se lievan a cabo entre
los reguladores positivos y negativos y las ceélulas progenitoras en el
microambiente de la MO, ha sido la base para explicar por qué las anormalidades
en la produccién de citocinas cbservadas en algunas neoplasias hematologicas

como las leucemias, favorecen la progresion de ia enfermedad.

Algunos investigadores sefialan que el efecto neto de la sobrevivencia y
autorrenovacion de las células neoplasicas puede estar relacionado con el
incremento en la produccion de factores estimulantes, la deficiente produccion de
factores inhibidores o una combinacidon de ambos, lo que podria alterar la

hematopoyesis y conducir a la aparicion de neoplasias hematologicas.
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En el LNH se desconoce si existen alteraciones en la produccion de
cilocinas supresofas gue conirdian direcia o indirectamente el crecimiento vy
funciones de los progenitores hematopoyéticos en la MO vy si éstas afectan el
desarrofio temprano de las células linfalicas B y 7T predisponiendolas a la

neoplasia.

Por lo anterior, se propuso determinar la presencia del RNAm de 1L-10,
ThF-a, IFN-y vy TGF-$ mediante RT-PCR en pacientes con LNH. Los resultados
obtenidos pueden contribuir a la comprension de algunos de los mecanismos que
podrian estar involucrados en la patogenia de esta enfermedad y apoyar estudics

subsecuentes en el campo de las neoplasias hematoidgicas.

Viil. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar ja presencia def RNAm de algunas de las principales citocinas
inhibidoras en fa MO de pacientes con LNH mediante un métode de alta

sensibilidad y especificidad coma la RT-PCR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estudiar ta expresion de] RNAmM de (L-10, TNF-a, IFN-«y, y TGF-§ en

células totales de MO de individuos sanos (grupe conirol) y pacientes con LNH

mediante RT-PCR.
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células folales de MO de individucs sanos {grupe conirol} y pacienies con LNH

mediante RT-PCR.



2. Realizar un analisis comparativo entre e grupo conirol v &l grupo de

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

DX HIPOTESIS
En los pacientes con LNH pueden existir cambios en la expresion del RNAm

de las citocinas en la MO en comparacién con indiviaucs sanos.

X. MATERIAL Y METODOS
GRUPOS DE ESTUDIO

Para el estudio se incluyeron {os siguientes grupos:

Grupo A (grupo contral). 19 individuos clinicamente sanos (10 hombres y 9
mujeres) pertenecientes al programa de transplante de MO del Ceniro Médico La

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

Grupo B: 20 pacientes (10 mujeres y 10 hombres), seleccionados por el
hemaidioge, con diagnostico oncoidgico definitivo de LNH correspondientes a
cualquiera de sus diferentes tipos histolégicos y sm tratamiento previo. Los
pacientes fueron estudiados por el Departamento de Hematologia del Instituto
Nacional de Cancerologia (INC) v su diagnéstico se confirmd mediante estudios

clinicos, de laboraterio y de gabinete.
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clinicos, de laboratoric y de gabinete.
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Tanto a los individuos sanos como a los pacientes con LNH se les solichtd su
consentimiento para !a donacion de las muestras de MO y su inclusiéon en el

protocolo, siguiendo los lineamientos de la declaracién de Helsinki.

OBTENCION Y PROCESAMIENTQ DE LAS MUESTRAS DE MEDULA OSEA

Se obtuvo un aspirado de MO de cada uno de los individuos sanos y de los
pacientes con LNH mediante una puncién de la cresta iliaca bajo condiciones de
esterilidad.

Las muesiras se transportaron en hielo desde el lugar de la toma hasta €l
Laboratoric de Biologia Celular y Autoinmunidad del Institutc Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) en donde fueron procesadas, siempre bajo
condiciones de esterilidad.

£l aspirado de MO se virtio en un ubo conico estéril de polipropileno de 50
ml y se centrifugs a 504 x g a 4°C durante 5 minutos (BECKMAN GS-GR). El boton
celular se resuspendio y favé con solucion amortiguadora de fosfatos con albimina
al 0.5% (PAB) estéril a pH 7.35. Se centrifugd a 504 x g a 4°C durante 5 minutos.

El sobrenadante se elimind y el boton celular se resuspendié suavemente;
se agregd solucién hipoidnica estérit con cloruro de amonio {(solucion de lisis) a pH
de 7.4 para eliminar los eritrecifos de fa muestra. Se agitd en el vorex por 5
segundos e incubd por 10 minutos a 4°C. Se centrifugd a 504 x g a 4°C durante 5
minutos v se elimind el sobrenadante. El botén celular se resuspendic y se lavd
con PAB estéril. Se mezcld suavemente ¥ se centrifugo a 504 x g a 4°C durante 5

minutos.
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Después de eliminar el sobrenadante, el botdn se resuspendid ligeramente y
se favo con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril a pH de 7.35. Se
mezclé suavemente y se ceninfugd a 504 x g a 4°C durante 5 minutos.

Las células totales asi oblenidas se resuspendieron en el volumen
necesario de PBS estéril y se homogeneizaron perfectamente.

Posteriormente se realizd el contec celular en la camara de Neubauer
(MARLENFIELD, GERMANY) empleando un colorante de exclusion vital. Para elio
se tomaron 20 ul de la suspensidn celular y se mezclaron con 20 pl de azuf tripano
estéril a una concentracién de 0.02%. Se tomd el volumen necesario para ltenar la
camara de Neubauer y se observd en un microscopio optico (CARL ZEISS) con el
objetivo de 10x. El conteo celular se realizd en los 4 cuadrantes grandes de las

esquinas indicados para leucocitos ¢ gidbulos blancos.

Para calcular el nimero de céluias por mt se utiliz6 la siguiente formula:

{No. de cél. contadas / No. de cuadrantes) X Factor.= No. de células X 10%m|
dituciéon

La viabilidad celuiar se determind de Ia siguiente manera:

Aqueiias muesiras que presentaron unaz viabilidad celular menor al 80%
fueron efiminadas del estudio.

Se hizo un ajuste a 1X10° células totales para extraer el RNA. Cuando
estas células no fueron procesadas enseguida se guardaron a —70°C {REVCO)

hasta utilizarlas.



DETECCION DEL RNAm DE LAS CITOCINAS
EXTRACCION DE RNA DE CELULAS TOTALES DE MEDULA OSEA

La extraccion de RNA a partir de las células totales de la MO se realizé
mediante e melodo de isctiocianato de guanidine empleando e! reactivo de Trizol
{GIBCO-BRL), el cual permite romper las células e inaclivar las ribonucleasas
simultaneamente, '6-47-57.8

Para ello se adiciond 1 ml de Trizol por cada 1X10° células. El paquete
celular se resuspendid y homogeneizd pipeteando varias veces para disgregario
compietamente y se incubd 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 agitt de forma vigorosa y se incubd a
temperaiura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 20,000 x
g a 4°C durante 15 minutos (microcentrifuga EPPENDORF 5417R).

Después de la centrifugacién la mezcla se separé en una fase organica
cloroformo-fenol inferior de color rojo, la cual contenia al DNA y las proteinas, una
interfase y una fase acuosa superior incolora que contiene el RNA. Esta dlitima se
fransfirié a un tubo eppendorf nuevo y estéril de 1.5 ml.

E!

isopropilco (MERCK) enfriado previamente a 4°C. Se adiciond también 1 ul de
giicégeno (grado Biciogia Moiecuiar, BOHERINGER). Se mezcid suavemente por
inversion e incubd a —20°C durante 30 minutos v se centrifugé a 20,000 x g a 4°C
durante 10 minutos. El RNA precipitade formé un botén blance unido firmemente a
las paredes o al fondo del tubo eppendorf, £ sobrenadante se retir6 y el botdn de
RNA se resuspendié suavemente en etanol (MERCK) al 75% (vw/v) enfriado

previamente a 4°C. Se centrifugé a 20,000 x g a 4°C durante 10 minutos. El
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sobrenadante se retird y el botdn se secd con un sistema de condensacion
{SAVANT). Posteriormente se resuspendi¢ en 20 pi de agua tratada con dietil
pirocarbonato (SIGMA CHEMICAL Co) al 0.1%, estérnl (agua-DEPC) y se incubd a
70°C por 10 minutos para linearizar ef RNA,

Para cuantificar la concentracién del RNA total se disolvié 1 ul de la
suspensién en 1 mi de agua destilada y se determinaron ias lecturas mediante un
equipo comercial (GENE QUANT, Pharmacia Biotech) a las absorbancias de 260 y
280 nantmetros (nm), pudiéndose obtener asi la pureza y concentracion del RNA

como sigue:

Pureza= Absorbancia a 260 nm / Absorbancia a 280 nm. Optima = 15

Concentracion de RNA total: (Absorbancia a 260 nm) X (40)= pg de RNA/u!

Se procedid a verificar la integridad del RNA constitutivo (subunidades 18s y
28s) a fravés de un ge! de agarosa (Ultrapura grado eleciroforesis, GIBCO-BRL) al
1% (p/v). Para ello se homogeneizaron 5 il de RNA total con 5 ul de amortiguador
de carga a pH de 8.0. Et gel se cotrid en una camara horizontal submarina (HE 33,
HMOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS) con amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAE
1X) a pH de 8.0 y a 100 volts durante 45 minutos.

Al terminar este tiempo, las bandas de RNA se revelaron mediante una
tincion con bromuro de etidio (SIGMA CHEMICAL, Co) a una concentracion de
0.001 pg/mi durante 5 minutos y s analizd en un transiluminador de [uz ultravioleta
(Mighty Bright, HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS). La presencia de [as

bandas 18s y 28s bien definidas indicd un RNA integro. Se fomd una impresién
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fotografica del gel con una cémara Polarold DS 34 y se procedio a sintetizar el

cDONA.

SINTESIS DE cDNA POR RETROTRANSCRIPCION (RT)

Para sintefizar et cDNA a partir del RNA extraido se realizd el procedimiento
con la enzima transcriptasa reversa. *7

En un tubo eppendorf nuevo y estéril de 0.5 ml se mezclaron 5 ug de RNA
total, 0.5 pg de oligonucledtido de timinas [Oligo (dT)z4s (GIBCO-BRL) y agua-
DEPC estéril cuanto baste para (cbp) 12 ul. La mezcla se incubé a 70°C durante
10 minutos. Transcurrido este tiempo se adiciond lo siguiente: amortiguador first
strand 1X [ Tris-HCI 250 mi, (pH de 8.3), KC1 375 miM, MgClz 15 mi] (GIBCO-
BRL), ditrotreitol {DTT) 0.01 M (GIBCO-BRL) ¥ dNTP 0.5 mM. Todo ésto a
concentracidn final en un volumen total de 20 i, S5e mezcid € incubd & 42°C por 2
minutos. Se agregaron 200 Unidades (U) de i2 enzima transcriptasa inversa Super
Script i (GIBCO-BRL). Se mezcidé brevemente y se incubd a 42° C durante 50
minutos. Para detener la actividad de la enzima, se incubd la mezcla a 70°C

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

Una vez obtenido &t cONA el RNA restanie se eliming adicionande 1 U de
RNAsa H (GIBCO-BRL) e incubando a 37°C durante 20 minutos. El cDNA
sintetizado se almacenté 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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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA CITOCINAS
Se realizd 1a determinacién de las citocinas IL-10, TNF-o, IFN-y y TGF-B y el
gen constitutive de B-actinag empleado como control interno de la sintesis dei cDNA

y de la reaccion de PCR. Este paso se efectud a partir del cDNA obtenido por RT y

se amplificé mediante PCR, ¥

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 mWj
(GIBCO-BRL), MgClz 1.5 mM (GIBCO-BRL), dinucledtidos trifosfato (dNTPs) 0.6
mM (GIBCO-BRL), cligonuciéotidos sentido y antisentido especificos para cada
uha de 1as citocinas y -actina {cuadro 1), todos a una concentracién de 3 mM, 2 ul
de cDNA blanco, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (GIBCO-BRL); todo ésio a
concentracion final, asi como agua-DEPC estéri] cbp 25 pl. Una vez mezclado se
adicionaron 25 pt de aceite mineral {SIGMA). La reaccién de amplificacion se llevd
a cabo en un termociclador (MINICYCLER MJ RESEARCH). E! equipo se

programd de la siguiente forma:

B-actina
94°C 5 minutos
84°C 50 segundos

558°C 50 segundos ——]

72°C 50 segundos

72°C 10 minutos
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H-1G
84°C 7 minutos

84°C  60segundos — ]
B7°C 80 segundos ——

72°C 80 segundos

72°C 7 minutos

TNF-o
B4°C 7 minutos

84°C  80segundos — |

57°C 60 segundos

72°C 60 segundos

72°C 7 minutos

IFN-y
94°C 7 minutos

94°C 60 segundos — |

80°C 45 segundos

72°C 2 minutos = ————

72°C 7 minutos




TGF-B
94°C 7 minutos

94°C 60 segundos

72°C Z2minutos ———

63°C 45 segundos

72°C 7 minutos

Para obtener las condiciones optimas de la {emperatura media de
alineamiento (Tm) para cada par de oligonucieodtidos se empled la siguiente
formula:

TM{C)=2(T+A)+4 (G +C)

Cada experimento incluyé un control posiiivo (PCR con cDNA de cada

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

Para valorar la presencia del fragmento amplificado, se realizd un gel de
ando 5 pi del producio con 5 pi de
amortiguador de carga y como referencia se empled 1 ul de marcador de pesc
molecular (MP) {100 pares de bases {pb), 0.1 pg/ul, GIBCO-BRL]. El corrimiento se
llevé a cabo con el amortiguador de Tris-Boratos-EDTA 1X (TBE 1X) a2 pH de 8.0,

manteniendo un voltaje constante de 100 volis durante 2 horas, en una camara

vertical (BIO-RAD Mini-Protean li).
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Una vez transcurrido el tiempo, la presencia de bandas se manifestd
mediante tincién con sales de plata (KIT de BIO-RAD). El gel fue analizado con un

programa de computadora (Kodak).

Las secuencias de los oligonucléotidos utillizados en el RT-PCR y &l tamafic

del producto de amplificacién se describen en ef cuadro 1.

CUADROD 1. SECUENCIA DE L.OS OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICCS PARA,

CITOCINAS Y B-ACTINA
Tamano del
Citocinas Secuencia Secuencia producto
Sentido antisentido amplificado

SAAATTTGGTTCTAGGCCGGET | 5'GAGTACAGGGGCATGATATCY 263 pb

SACAAGCCTGTAGCCCATGTTY | BAAAGTAGACCTGCCCAGACTS 427 pb

: FGCAGAGCCAAATTGTCTCCTS | SATGCTCTTCGACCTCGAAACTY 290 pb

1 S'CCAGTGGACATCAACGGGTTS | BGCAGGAGCGCACGATCATGTY 300 pb

1 SGGTCTCAAACATGATCTGGGY | 8GGGTCAGAAGGATTCCTATGY 245 pb

&l disefio de los cligonuciedtidos sentido vy antisentido fue realizado con base en la
secuencia completa de su ¢cDNA obtenida del Gene Bank, cuya direccion en
internet es:

fitp:fAwww .ncbinim.nih.gov:80fentreziqu.. cleotide & list_uids 002049058dopt=

Gene Bank

Con la ayuda de un programa de computadora se localizaron dos
secuencias {sentido y antisentido) de 20 nucledtidos que no se encontraran en

ningtin otrc cDNA v que no fueran compliementarias entre si ¢ consigo mismas,
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para evitar la formacidon de esiruciuras secundarias y de dimeros de

oligonucledtidos.

Ei tamafic del fragmento flanqueado por los oligonuciedtidos no debe ser
mayor de 3000 pb para no exceder la capacidad de la polimerasa para la

extensién.

Cabe mencionar que ademas del empleo de oligenucledtidos sentide y
antisentido para cada una de las citocinas estudiadas, existen otras técnicas que
aseguran la especificidad del producto amplificado a fravés de la caracterizacion y
andlisis fino de las bandas, como es la hibridacién con sondas especificas
marcadas, la secuenciacion nucleotidica y ef uso de enzimas de restriccion gue
reconocen y cortan sitios con una determinada secuencia en el DNA, seguido por

ia eleciroforesis en gel.

Todas las condiciones de reaccion empleadas en este estudic para la
deteccién del RNAm de las citocinas por RT-PCR fueron previamente
estandarizadas vy [a calidad y funcionamiento de las soluciones, reactivos. enzimas

y oligonucledtidos fue también comprobada anies de realizar el ensayo.

En el Anexo 1 se mencionan los fundamentos de las técnicas. En el Anexo 2
se anotan con detalle todos ios reactivos y soluciones empleadas en la

metodologia.



ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico de los resultados se realizé mediante la prueba no
paramétrica exacta de Fisher tomando en cuenta un o igual © menor a 0.05 como

valor significativo. %

CALCULO DEL TAMARO DE LA MUESTRA
Para calcular el tamafic de la muestra en ia fase inicial de esta investigacion
se tornaron como base los resultados gue se obtuvieron en el trabajo preliminar

(cuadro 2 ) y se aplicé la siguiente formula: ™

n=] {Za 1/271:0(1—ﬂc)—ZBl/Ttp(1-1{p)+Tzc(1-TEC)} f{mp-mec} 17

donde:

n = ndmero necesario de individuos en cada grupe (A y B).

Za = 1.96, gs el valor de Z de dos colas relacionado con 1 hipdiesis nula. Este
valor se obtiene de una tabla de dreas bajo la curva normal.

ZB= valor de la cola inferior relacionado con la hipotesis alternativa. Este valor se
define por el investigador antes de la prueba. Para una Zf de 0.50 ef valor de la
cola inferior es de -1.28

T¢ = proporcion en el grupo contiol de individuos sanos gue expresan ef RNAm de

una determinada citocina.
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P = proporcion en el grupo de pacientes con LNH {grupo problema) gue expresan

el RNAmM de una determinada citocina.

CUADRO 2. ESTUDIC PRELIMINAR DE LA PRESENCIA DEL RNAmM DE LAS

CITOCINAS EN INDIVIDUOS SANOS Y PACIENTES CON LNH

S .. CITOCINAS C
=T TNF< PNy
Individuos sanos
{Grupo ) 3/4 2/4 3/4
(n=4)
Pacientes con LNH
{Grupo i) 0/s 0/5 115
(n=5)
Valorde p* 0.047 NS NS

* Prueba exacta de Fisher. N8= No significativo
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Xi. RESULTADOS

En un experimente preliminar se defermind de manera cualitativa, mediante
la técnica de RT-PCR, la expresion del RNAmM de [L-10, TNF-o e IFN-y en céluias
totales de MO. ™

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

Grupo | {grupo control): 4 individuos clinicamente sanos def programa de
transplante de MO.

Grupo 1 & pacientes con LNH sin tratamiento previo.

Los resultados que se cbiuvieron {cuadro 2) sugirieron [a presencia de
alteraciones en fa expresion del RNAm de las citocinas con actividad reguladora
negativa de la hematopoyesis en la MO de los pacientes con LNH.

Por lo anterior, se decidié realizar una segunda fase del frabajo calcutando
previamente el tamafic de la muestra con o cual fuera posibie confirmar si existian

0 no tales anormalidades.

A partir de ios resultados del estudio preliminar se obtuvieron las proporciones,
tanto del grupo control {mc) como del grupo de pacientes con LNH (np), que
expresaron el RNAm de una determinada citocina. De esta manera, empleando
una Zo= 1.96, Zp= -1.28 ¥ o= 0.05 se obtuvo que el nimero de individuos mfnimo

necesario en ambos grupos (| v ll) para obtener una mayor validez estadistica fue:

IL-10=6, TNF-g= 17 e [FN-y= 13.

33



Para realizar el presente estudio, 2 {os 4 individuos sanos que ya se tenian
se sumaron 15 mas formando el grupo A {n= 19} v 15 pacientes con LNH sin
fratamiento previo se sumaron a los 5 anteriores para constituir el grupo B {n= 20).

De esta manera se traté de abarcar el nimero de muestras necesarias para
cada citocina.

Los nuevos integrantes de cada grupo fueron sometidos a la deieccion del
RNAm de las citocinas 1L.-10, TNF-u e IFN-y en este ensayo, en donde ademas se

adicions la determinacion del RNAm de TGF-p.

La edad de los individuos control oscild entre fos 27 y 66 afios con un
promedio de 57.78 afios. La edad de los pacientes se encontrd entre [os 17 y los

85 afos con un premedio de 53.5 afios.

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

40 ciclos de PCR.

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

2 £
=]

cDNA y la reaccion de PCR fueron adecuadas.

Los resultados de la expresién individual dei RNAmM de cada una de las

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

cont LNH en ei cuadro 4.
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Aj analizar la expresion del RNAm de las citocinas por grupo se enconir o

siguiente:

Grupo A

* B! promedio de edad de 1as mujeres sanas {n=9) fue de 54 4 afics y el de
los hombres (n=10) de 51.3 afios.

* No se presentaron variaciones importantes en la presencia individual del
RNAM de iL-10, TNF-o, IFN-y vy TGF-3 en el grupo control (58, 42, 37 y 53% de los
casos respectivamente) (cuadro 3), datos gue indican que la presencia del RNAm
de estos reguladores en la MO de los individuos sanos se encuentra relativamente
en equilibrio.

* La presencia simultanea del RNAm de 2 o mas citocinas fue detectada en
el 63% de los individuos sanos.

* Las diferencias en la expresion del RNAmM en los individuos control

relacionadas con la edad o el sexo no fueron estadisticamente significativas.

Grupo B:

* £l promedio de edad de ios pacieniss del sexo femening
56.3 afios vy del sexo masculino (n=10) de 50.7 afios

* La expresion individual det RNAmM de TNF-a {n= 20} y de TGF-§ {n= 15)
fue negativa en el 100% de los pacientes, en ambaos casos {cuadro 4).

* De los 20 pacientes, el 55% presentd el RNAmM de 1L-10 y &l 30% el de

IFN-y. Solo el 15% presentd ambos RNAm.
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* La expresidn del RNAm de mas de 2 citocinas no ocurrié en ninguno de
los casos.

* Las diferencias en la expresion del RNAmM de las citocinas relacionadas
con lz edad o el sexo no fueron estadisticamente 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 comparacion con ei sexo
masculine, lo cual podria deberse a que el promedio de edad de ellas es mayor
que el de los hombres (5.6 afics). Este fendmenc no ocurre en el grupo control
donde también el promedio de edad de las mujeres es 3.1 afios mas que el de los

varones
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CUADRG 3. ’EXPRE$§C'>N DEL RNAm DE I1L-10, TNF-q, IFN-y ¥ TGF-p EN
MEDULA OSEA DE INDIVIDUOS SANOS (GRUPO A)

Control Sexo Edad
Mo. F:Fem. | {afios) | B-actina ;| IL-10 | TNF-o | IFN«y | TGF-
M: Masc.
1 M 63 + + + - +
2 F 48 + - + - +
3 F 52 + - + - +
4 F 66 + + + + +
5 M a4 + - + + +
6 M 36 + - - - -
7 M 5e + - - - -
8 M 58 + + - + +
9 F 63 + - - - -
10 F 55 + + + + -
11 F 39 + + - - +
12 M 65 + + - - .
13 M 49 + + - - +
14 F 47 + + - - -
15 M 59 + - - - -
16 v F 64 + - - + ND
i7 v M 27 + + + + ND
18 v i 53 + + - + ND
18 « F 56 + + + - ND
Total 19719 [ 11/19| 8/19 | 7/19 | 8/15
Positivos
%) 100 58 42 37 53

ND: No determinado
{¥ Y individuos sanos del estudio
prefiminar

Presencia de 2 ¢ mas citocinas= 12/19 (63%)

37



8¢

CUADRO 4. EXPRESION DEL RNAm DE IL-10, TNF-g, IFN-y Y TGF-8 EN MEDULA OSEA DE PACIENTES

CON I.NH (GRUPO B)

B Sexo | Edad O 7l
Paciente | F:Fem. |} (afies) ). . Diagnéstico Histolégico p-actina | 1L-10 | TNF-a | IFN-y |TGF-B
No. M:Masc. S e s
1 F 76  |LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + + - - -
T i
2% M 54 | LNH difuso folicular de células pequefias + - - + ND |
3* F 29 LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + - - - ND
T
4 M 38 LNH difuso de células peguefias + + - - -
L inmunofenotipo B
5 M 45 _|LNH en cuerpo gastrico + + - + -
8 F 60 | LNH cutaneo de células T { micosis fungoide ) + - - - -
7 M 36  |LNH difuso de células grandes + + - - -
8 M 49 | LNH de células grandes inmunofenotipo B + + - - -
g F 36 |LNH angiocéntrico [t - - - ND/{
10 F 85 |LNH difuso de células pequefias + + - + -
inmunofenotipo B B
11 M 52 ILNH de células grandes tipo sarcoma
inmunoblastico + - - - - J
12 F 66 LNHM difuso de células grandes intestinal difuso
no inmunoblastico + + - - -




6t

‘Sexo | Edad R T
Paciente | F:Fem. | (afios) . Dlagnéstico Histolégico fractina | [L-10 | TNF-o. | IFNsy |TGF-B
No. M:Mase, s el
13 M 73 |LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + + - - -
- B
14 * F 58 |LNH inmunoblastico - - - ND
15 37 LNH difuso de células grandes inmunofenotipo + - - -
B
16 F 57 |LNH difuso de células grandes y pequefias
hendidas, angiocéntrico + + - - -
17 M 17 {LNH de células grandes inmunofenotipo T, tipo
sarcoma inmunoblastico + - - + =
18 M 69 | LNH no clasificable + - - + -
19+ F 59 | LMH folicular de células pequefias + - - - ND |
20 M 74 {LNH cutdneo difusc de células grandes + + - + -
inmunofenotipo T |
Total 20020 111/20| 0/20 | 6/20 (0/15
Positivos
{%) 100 §5 0 30 0

ND: No determinado

Presencia de 2 o mas citocinas= 3/ 10 (15%)

( * )= Pacientes del estudio preliminar




Ai realizar ei andlisis comparativo de ia expresién individual del RNAmM de

cada una de ias citocinas entre los grupos Ay B se encontré lo siguiente:

El RNAmM de TNF-g no se detectd en ningune de los casos def grupo B {(0%)
(cuadro 4) pero st en 8 de los 19 individuos control (42%) {cuadro 3), lo que sefiala
una importante diferencia entre ambos grupos. Ademas, esta diferencia resultd
estadisticamente significativa tomando en cuenta fanto los 19 sujetos control del
grupo A y los 20 pacientes del grupo B (p= 0.001) ¢ bien analizando sotamente los
resultados obtenidos en el nuevo estudio (15 controles y pacientes 15) (p= 0.008).
Por lo anterior pedemos sefalar que, a diferencia de io ocurrido con la HL-10, la
tendencia det RNAm de TNF-a de encontrarse ausente en los pacientes con LNH
se mantuvo en ambos experimentos, incluse al incrementar el tamafo de la

muesira.

Por lo que respecta al TGF-g, su RNAm fue determinado solamente en los
15 pacientes y los 15 controles que se incluyeron en la segunda fase del trabajo.
No se detectd fa presencia def amplificado en ninguno de ios 15 casos del grupo 8
{cuadro 4) pero si en 8 de los 15 individuos sanos (53%) {cuadro 3). La clara
diferancia mostrads en la expresion del RNAm de TGF-f enfre ambos dgrupos

resultd estadisticamente significativa (p= 0.001).

Contrario a lo observado en el primer ensayo {cuadro 2), |a diferencia en la
presencia del RNAm de IL-10 entre el grupo control y el grupe de LNH no se

mantuvo al incrementar ef tamafio de fa muestra (p= NS}, ya gue fue expresado en

40



11 de los 189 individuos control (58%) (cuadro 3) y en 11 de ios 20 pacientes {55%)

cuadro 4).

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al RNAm de {FN-y , puesto que se encontré 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 reporiados en el estudio preliminar.

Al comparar la expresién simulianea det RNAm de 2 o mas citocinas entre el
grupo control {63%) y el grupo de LNH (15%) se encontré una diferencia

estadisticamente significativa (p= 0.002).

Entre los individuos control y los pacientes del sexo femenino se observaron
diferencias importantes en la expresion del RNAmM del TNF-o (p=0.01} y en la del
TGF-B (p=0.05), mientras que entre los controles v los pacientes del sexo

masculino solo se presentd en el TGF-B {p=0.03).

Las diferencias en ia expresion del RNAm de cada una de ias citocinas

entre e grups control v ef grupc de LNH se aprecian en la figura 3

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

el corrimiento caracteristico del segmento amplificado especifico para cada

citocina.
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FIGURA 2. GRAFICA COMPARATIVA DE LA EXPRESION DEL RNAm DE 1L-10,
TNF-o, IFN-y Y TGF-B ENTRE INDIVIDUOS SANOS (GRUPO A) Y PACIENTES
CON LNH (GRUPO B)
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Carril MP: Marcadores de peso moiacular para DNA en pares de bases { pb ); carriles 1 v
2 muestras positiva y negativa para IFN-y; carriles 3 y 4: muestras positiva y negativa

para TGF-B; cariles 5 y 6: muestras positiva y negaiiva para TNF-o; v carriles 7 y 8;
muestiras positiva y negativa para iL-10.

Los carriles 3 y 4 muestran 2 bandas por debajc de les 100 pb debidas a un exceso de
dNTP usados en la reaccion de PCR.

FIGURA 4. CORRIMIENTC ELECTROFORETICQO DE LOS AMPLIFICADOS
OBTENIDOS MEDIANTE RT-PCR

43



K. DISCUSION

En neoplasias hematolégicas como las leucemias y los mielomas, la
alteracién en la produccion de citocinas en MO, tanic estimulantes como
inhibidoras ha sido relacionada con el origen y ia progresion de la enfermedad. Sin
embargo, en otras matignidades come los linfomas el estudio de estos factores se

ha limitado a ganglios linfaticos y sangre periférica (SP). 24152

Esta investigacion se realizé con el objetivo de detectar la existencia de
anormalidades en la presencia del RNAm de citocinas especificamente inhibidoras
{IL-1C, TNF-q, IFN-y y TGF-p) en MC de pacientes con LNH en comparacion con

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

RT-PCR.

£l TNF-a es preducido de forma constitutiva en la MO de los sujetos sancs
como ha sido demostrado por otros autores, lo cual concuerda con los resultados
presentados en este trabajo. 17

En ia hematopoyesis normal, el TNF-¢ inhibe directamente la proliferacién
de los progenitores pluripotenciales y favorece de la misma forma el crecimiento y
la diferenciacion de ias céiulas pre-B a finfocitos B maduros. ™

Por otra parte, se ha reportado su participacion como factor de crecimiento
de blastos en leucemia mieloide aguda (LMA) v su expresidn en tumores de
pacientes con LNH, empleando inmunohistogquimica y RT-PCR. También se han

encontrado niveles elevados en el suero de pacientes con MM y LNH. 2% 45.46.65.82
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En cambio, otros investigadores han mencionade que el TNF-a posee un
efecto inhibidor del crecimiento in vivo tanto en 1a MO normal como de pacientes
feticémicos, en cuyo Ultimo caso el TNF-o induce la fragmentacion del DNA y la
muerte de las células malignas por apoptosis. ‘%%

Lz ausencia del RNAm de esta citocina en la MC de pacientes con LNH
indica que la proteina no estd siende producida lo que podria contribuir a la
proliferacién descontrolada de los progenitores pluripotenciales, afectar la
diferenciacion de las células B (las cuales se multiplican por [a influencia temprana

de factores como IL-10 e L4} y ailterar log mecanismos inmunoldgicos que

inducen la apopiosis en los precurseres linfoides anormales.

En o que respecta al TGF-B, el RNAm fue encontrado en mas de 1a mitad
de les controles v estuvo ausente en todos los casos de LNH, 10 cual indica que la
proteina tampoco esta siendo producida en la MO de los pacientes.

Reportes anteriores han mencionado que dicha citocina es expresada
normalmente en la MO de sujetos sanos, I que se confirmé en este estudio,
donde ademas se observd una mayor fendencia hacia su expresidn en
comparacién con TNF-u e iFN-y.

El TGF-J es de vital importancia en el control de la hematopoyesis normal,
Posee acciones inhibidoras sobre la célula hematopoyética primitiva v los
progenitores como UFC-GEMM, UFB-Meg, UFC-Meg, UFC-G vy UFB-E. En la
poblacion linfoide, bloguea los efectos proliferativos de la IL-2 sobre la UFC-LT y
probablemente |z UFC-LB. También puede inducir Iz apoptosis en varios sistemas

celulares, incluyendo linfocitos B humanos, ** %7



Aunqgue anteriormente no se habian reporiado evidencias semejanies a ias
enconiradas en este trabajo, existen diversos estudios que sustentan la
pariicipacién de TGF-§ en diversas patologias tumorales; por ejemple en la
leucemia linfoide aguda (LLA) v Ia LMA inhibe el crecimiento de precursores de
células B malignas induciende la apoptosis y produciendo un blogueo del
crecimiento favorecide por G-CSF. 1%62.78

En cambio no tiene un efecto similar en las células B CD5" de leucemia
linfoide crénica (LLC) que ademas de producir TGF-f, disminuyen la expresion de
sus receptores y presentan una respuesta anormal a la inhibicibn de la
profiferacion e induccién de la apoptosis in vitro por esta citocina. QOfras evidencias
incluyen la presencia de niveles séricos elevados en MM vy la detecccién, mediante
RT-PCR, del RNAm en células pre-B y células B maduras neoplasicas en linfomas
humanas y plasmaocitomas murinos, & 42 %

En LNH la ausencia de TGF-B en la MO podria estar involucrada en: a) la
inhibiciéon de la apoptosis de precursores “anormales” que pudieran estar

presentes, favoreciendo su proliferacion v b) al ser el TGF-f un supresor

importante de la sintesis de la mayoria de las citocinas fiberadas por linfocitos y

macrofagos, su faiia provocaria, en parie, una produccidn desconirolada de (os
reguladores positivos en fa MO lo gue conduciria a la proliferacion excesiva de
proegenitores y precursores hematopovéticos; por ejemplo un nivel elevado de IL-2
puede estimular 12 sobreproduceidn de precursores linfoides.

Se ha demostrado gue las células neoplasicas de LNH sintetizan TGF-3 in
vifro, con lo cual inhiben la generacion de las células T citotoxicas (Tc)

contribuyendo al desarrollo del tumor. Ademas, la llegada de este factor por via
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sanguinea hasta ia MO podria bloquear la induccién de las actividades de ias
celulas NK y LAK por parte de la IL-2 y la sintesis del RNAm de citocinas
inhibidoras como 1IFN-y y TNF-o, sin embargo 1a ausencia del TGF-3 constitutivo o
endogeno parece indicar la presencia de ofros factores en el microambiente que

bloquean su sintesis, %% 2.7

El IFN-y es otro de los inhibidores especificos de la hematopoyesis normal
en humanos, particularmente en las fases iniciales de la diferenciacién de los
progenitores primitivos. % 30 71.72. 88

En condiciones patolagicas como la LLC se ha resaltado la participacion del
IFN-y come un inhibidor de la muerte por apoptesis de los linfocitos B malignos
CD5" in vitro. ?

En contraste, dicha citocina defiene el crecimiento de céluias Daudi
derivadas de linfoma de Burkitt (LBu) v su accién conjunta con TNF-o y TGF-8
inhibe ia profiferacion in vitro de lineas celulares derivadas de mieloma humano e
hibridomasfplasmocitomas murinos. % 8

Tambien se ha demostrado que el IFN-y media la fagocitosis de células B
malignas de LNH por macréfagos activados. '

Estos hallazgos podrian orientar Iz interpretacion de los resultados
obtenidos hacia dos verfientes:

a) La presencia de {FN-y en MO de pacientes con LNH media la
actividad fagocitica de los macréfagos sobre las células o sus precursores con

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

s0la observacidn de su morfologia, en cuyo caso el {FN-v seria un factor
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indicativo de ia respuesta del sistema inmune por detener la proiiferacion de
céluias malignas o que pueden posteriormente convertirse en tumorales.

b) EllFN-y en LNH, de manera semejante a lo que ocurre en LLC, inhibe
la apoptosis de finfocitos malignos. '

Cabe aciarar que la presencia del RMNAm de IFN-y en ia MO de los coniroles
vy los pacientes no garantiza el que la proteina esté siendo producida por las
células estromales y accesorias, por lo que cualquier interpretacién que pudiera
darse a los resultados obtenidos en esie trabajo debe ser sustentada o
comprobada en posteriores investigaciones donde se incluya, ademas de la
deteccién del RNAm, ia determinacion de ia proteina mediante técnicas que
utilicen anticuerpos monoclonales como en ELISA.

Aunado a lo anterior, ta banda correspondiente al amplificado de IFN-y de
ios controles v los pacientes que la presentaron fue débiimente positiva en la

mayor parte de los casos, o que hace necesario partictlarizar en su estudio.

Por otra parte, no se encontrd una diferencia significativa en la expresion del
RNAmM de IL-10 enire los grupos estudiados. Al ser un importante factor de
crecimiento y diferenciacién de linfocitos B humanos, es razonable su hallazgo en
la MO de individuos sanos, como ha sido reportado por olros autores empieando
RT-PCR. ¥

El interés del estudio de esta citocina en LNH se debid a que posee efectos
inhibidores en el sistema inmunoldgico y en la hematopoyesis, ademas de las
varias evidencias reportadas acerca de su presencia en el suero de pacientes con

LNH asociada al virus Epstein Barr (EBV). &8
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E! emplec de RT-PCR ha revelado un incremento en la produccion de [L-10
en tumores linfociticos de origen B, io que sugiere un mecanismo de evasion por el
cual las celulas neoplasicas suprimen la respuesta inmune cejular al inhibir 1a
produccion de 1L-2, TNF-q e IFN-y por los linfocitos TH1 y la activacién de linfocites
Tc, células NK y células LAK impiicadas en la respuesta antitumoral, contribuyendo
a fa progresion del linfoma. ™% 27 74

Lo anterior también ocurre en pacientes infectados con el virus de la
teucemiaflinfoma de células T del adulto-1 (HTLV-1), en algunas lineas celulares
de LBy transformadas y no transformadas por el EBV y en células B infectadas con
el mismo virus provenientes de enfermos con SIDA, 5 112452 ‘

Si bien esta claro que la 1L-10 participa en el desarrollo de desGrdenes
linfoproliferativos por los hallazgos encontrados en suero v celulas tumorales, jos
datos que agui se reportan sugieren gue no parece ocurrir lo mismo en MO. Sin
embargo, de manera semejante a lo que ocurre con el IFN-y , nc se sabe si el
RNAm esta siendo traducido a proteina y en que proporcién.

De ser asi, es posible gue en los individuos sanos la IL-10 producida por e}
estroma (endégena} participa como un factor de crecimiento de las células pro-B,
mientras que en el LNH ia IL-10 producida por fas céluias neopiasicas podria fiegar
a la MO g través de lz SP = inhibir la sinfesis de TNF-¢ e IFN-y asl como la
produccion de la IL-2 implicada en el desarrollo de células mieloides {como UFC-
GM) v linfoides (UFC-LB, UFC-LT) y en |la sintesis de [FN-y y TGF- por células

NK. 58
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Al analizar la expresion individual del RNAm de TNF-a, IFN-y e iL-10, en
ambos grupos se observd una mayor frecuencia en la de IL-10 en comparacién
con la del [FN-y. En cambio hubo una total polarizacién hacia la faita del RNAm de
TNF-o en LNH, a diferencia del grupo control. Si el RNAmM de estas citocinas esta
siendo traducido a proteina, es probable que el IFN-y producido sea capaz de
bloguear la sintesis de la IL.-10 enddgena en algunos casos {pacientes 2, 17 y 18},
sin embargo la falla de TNF-g en los mismos estaria sefialando la presencia de
otros factores que bloguean su sintesis, entre ellos posiblemente ia IL-10 y el TGF-

f de origen neoplasico. Ambas parecen no afectar al tFN-y.

Por otra parte, aun cuando el promedio de afics de los individuos controf v
los pacientes es muy semejante vy la edad podria 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
Infliye o no en la expresion del RNAm de ias citocinas, por lo que se sugiere
realizar ofros estudios empleando un mayor nimero de muestras tanto de

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

Es imporiante tener en cuenia que ia presencia del RNAmM de una misma citocina
en los dos grupos estudiados no significa que produzcan una cantidad iguai de
estas moleculas, por lo que no basta con detectar el RNAmM sinc que ademas es
necesario investigar la concentracion en gue se encuentra o que tanto se expresa
y que cantidad se traduce efectivamente en proteina Por ejemplo, si el RNAmM de

IL-10 o IFN-y esta tanto en las células de la MO de los individuos sanos como en
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fas de los pacientes, |a proleina puede ser producida en e primer grupo vy no en &l
segundo O viceversa, o bien en ambos, situacidon que debe ser investigada
mediante oiras técnicas como la RT-PCR competitiva, que permite detectar y
cuantificar el RNAmM de interés, y el ensayo inmunoenzimatico o ELISA, que

permite deterrinar fa concentracion de la proteina formada.
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Xl CONCLUSIONES

1) El empleo de la técnica de RT-PCR fue de gran utilidad en la
deteccién del RNAm de las cifocinas inhibidoras 1L-10, TNF-q, [FN+y y TGF-p

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

2) No obstante, la presencia del RNAm de los reguladores negativos no
garantiza que se traducira en proteina, lo cual es una limitante del trabajo, por
io gue se requiere el empleo de ofras técnicas, como RT-PCR competitiva y
ELISA, qgue permitan detectar y determinar ia concentracién del RNAmM asi

como la concentracion de la proteina que se produce respectivamente.

3) De ser asi, el hallazgo de dos 0 més citocinas inhibidoras en mas de
la mitad de ios individuos sanos indicaria que su presencia es importante para
regular la hematopoyesis normal y gue las alteraciones en al produccién de los
reguladores negativos TNF-a¢ y TGF-p en la MO de los pacientes con LNH
podria ocasionar: a) un desarrollo anormal de las células progenitoras, b) una
respuesta aberrante de las células anormales a la apoptosis y ¢©) la
destregutacidn de los mecanismos gue conir

4} Debido a ia heterogeneidad que existe en la edad de los individuos
control v 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 expresion del RNAm de ias

citocinas.
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XV, ANEXC 1
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
FUNDAMENTO

Ei PCR es un proceso bioquimico in vifro cuyo principio es la ampitficacion
enzimatica de un fragmenio ¢ secuencia de DNA especifico flanqueado por
oligonuciedtidos, ™%

La duplicacidn de las cadenas individuales de DNA es realizada por la DNA
polimerasa en los cicios repetidos (generafmente de 20 a 30) que integran la
reaccién. Al terminar cada uno de ellos, las nuevas cadenas vuelven a ser
duplicadas por la misma enzima lograndose al final una produccion exponencial
{2") de miliones de copias del gen o del segmento especifico sometido al proceso

{figura 5).*

RETROTRANSCRIPCION-REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (RT-
PCR)
FUNDAMENTO

La expresion de un gen también puede ser analizada determinando el
producto final (proteina) o su RNAmM mediante retrofranscrincion. Esta modalidad
de PCR, denominada RT-PCR, emplea a la enzima transcriptasa reversa,
descubierta en 1970 por Howard Temin, ia cual es capaz de sintetizar cDNA a
partir de RNAm, generaimente difictt de obtener, captado con un oligonuciedtido
con timinas usado como iniciador que se une especificamente a la cola de
poliadeninas [poly (A")] del RNAM. De esta manera, la presencia de RNAmM no sdlo
nos dice si el gen gue codifica para una determinada proteina se encuentra

presente en el DNA gendmico, sino que también se transcribe, 7%
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FIGURA 5. ESQUEMA DEL SISTEMA DE RT-PCR

Barrera, S, Ortiz, L. vy Rojas, M 1993 Reaccién en cadena de la pofimerasa Una época dorada en
ia biologia molecular. Ciencia y Desarrcllc 19° 50-59.
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AV. ANEXC 2

REACTIVOS ¥ SOLUCIONES.

Solucidn de lisis de eritrocites

'NH4Cl: 0829 g
'EDTA disédico: 0.0052 g
NaHCOs5 0.1g

Mezclar los reactives y ajustar el pH a 7.4, aforar 2 100 m! con agua destilada.

Amorliquador de fosfatos (PBS)

'Ker0.2g

'K HoPO4 0.2 g

NaCl: 8 g

"Na HoPO4. 7 H0: 2.16 ¢

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

Amoriguador de fosfatos ¢on albimina al 0.5% (PAB)

2

(AT Py gy

AL - P Yl N
Aibtimina sética bovina: 5.0 g

Diluir en PBS estéril con pH de 7.35

Azul tripano ai 0.02%.

2Azul Tripano al 0.4%: 100 ul

PBS estéril pH 7.35 chp 2 mi
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Aqua tratada (agua-DEPC ai 0.1%)

*Dietilpirocarbonato (DEPCY: 1.0 ml

Aferar a 1000 mi con agua destilada,

Etanol al 75%.
3Alcohot etilico absoluto: 76 mi
Agua-DEPC estéril: 25.0 mi

Mezclar y almacenar a -20°C

Gel de agarosa at 1%

*Agarosa grado electroforesis: 0 3 g
TAE1X: 30ml

Calentar y mezclar para disclver completamente.

Amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X

*Tris base 0.04 M: 4.84 g
Acido acético glacial: 1.142 mi

EDTAOSMpHBO: 2 mi

mn
LL LI S

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

EDTA (&cido etilendiamino-tetra-acético) 0.5 M. pH de 8.0

'EDTA disodico; 7.445 g

Disolver en 40 mi de agua destilada, ajustar el pH 2 8.0.
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Gel de poliacrilamia al 40%.

Solucién stock de acrilamida al 40 %: 1.75 ml
TBE 10X: 0.08 ml

Agua desionizada: 3.5 mi

“TEMED (N N N'N'-tetra-metil-etilendiamina) 5 pl

*PSA al 10%: 30 pui

Mezclar todos los reactivos. El fiempe de polimerizacién es de 20 minutos

aproximadamente.

Acrilamidz al 40%

*Acritamida: 7.6 g

“Bis acrilamida: 0.4 g

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

proteger de la luz.

1BE 10X (Tris-boratos-EDTA)}
Tris-base: 108.0g

*Acido boérico: 55.0 g

EDTA 0.5M, pH de 8: 40.0 mt

Aforar con agua destilada a 1000 ml.
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IBE 1X

TBE 10X: 106.0 mi

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

ambiente.

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

“Persulfato de amonio: 1.0 g

Agua desionizada estéril: 10 ml

Homogeneizar y distribuir en alicuotas en tubos eppendorf Impios. Almacenar a

4°C.

Solucién stock de Bromuro de etidio 10 mg/mi

Bromuro de etidio: 1.0 g.

Aforar a 100 mL con agua desionizada.

Solucién de carga (amortiquador de corrimiento)

SGlicerol: 5 mL

TERTA 4 0 mbdA
EDTAAOmM

i

Ha 8- 20 0
us O

n 1
eV, o G2 v Mo

“Azul de bromofenol: 2.5 ug
Xitencianol: 2.5 jg
Agua tratada con DEPC: 5.0 mi

Homogeneizar y mantener a temperatura ambiente.

" BAKER-ANALYZED, ?SIGMA, ° MERCK, “BIO-RAD,

5 GIBCO
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