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1. RESUMEN

En este trabajo se estandariz6 la técnica de PCR en tiempo real para evaluar la
expresion del RNAm que codifica para las citocinas INF-y, TNF-a, IL-10, TGF-B y
B-actina, en un modelo experimental de malaria murina. Para lo cual se utilizaron
ratones singénicos CBA/Ca infectados con Plasmodium chabaudi, los cuales se
preparon a partir de estabilizados criopreservados en nitrogeno liquido. El dia
ocho postinfeccion los ratones se sacrificaron en una camara de cloroformo y se
les extrajo el bazo, a partir del cual se aisl6 RNAmM que se cuantifico en el
espectrofotometro y se retrotranscribio en el Termociclador Mastercycler Gradient
Eppendorf. EI ADN complementario (ADNc) obtenido se utiliz6 como control
positivo para calibrar el ensayo de PCR con los oligonucleétidos iniciadores
especificos para cada uno de los genes (Invitrogen), se realizd electroforesis en
gel de arcrilamida al 10% para corroborar que la amplificacion obtenida
correspondiera al peso molecular del gen analizado, posteriormente se llevaron las
condiciones al termociclador PCR tiempo real Applied Biosystem, los resultados se
analizaron con ayuda del Software PCR tiempo real 7000 Sequence Detection
System.

Se determinaron las concentraciones Optimas de: magnesio, oligonucleétidos,
ADNCc y temperaturas de alineacién para cada uno de los genes estudiados. Bajo
estas condiciones se obtuvieron graficas que demuestran la amplificacion de cada
uno de los genes.

El analisis de las citocinas juega un papel importante para entender el desarrollo
de la respuesta inmune en malaria, entre otras enfermedades, por tal motivo
resulta de gran valor contar con técnicas que ayuden a detectar con mayor
sensibilidad la expresion de esos genes. En este trabajo se calibro la técnica de
PCR en tiempo real para la deteccién de los genes INF-y, TNF-a, IL-10, TGF-B y
B-actina, lo que constituye una herramienta con alta sensibilidad para evaluar su la
expresion 'y permitird analizar con mayor detalle los mecanismos de
inmunomodulacion en malaria.



2. INTRODUCCION

La malaria o paludismo es una enfermedad infecciosa causante de un gran
namero de muertes en todo el mundo; la ocasiona un protozoario intracelular del
género Plasmodium. La infeccion por P. falciparum continua siendo la mas
extendida y prevalente en el mundo. En México, predomina P. vivax que suele
confinarse principalmente al sureste, en los estados de Chiapas, Campeche,
Quintana Roo y Oaxaca debido al clima tropical de la zona." #®

Las citocinas juegan un papel importante en la infeccion con Plasmodium ya que
tienen una gran variedad de funciones y son importantes en la respuesta inmune,
tanto natural o innata, como en la adquirida. Las citocinas son proteinas de bajo
peso molecular que estimuln o inhiben la proliferacion, diferenciacion o la funcién
de las células inmunitarias que suelen actuar de dos formas diferentes: autocrina
(sobre la misma célula productora) o paracrina (sobre células cercanas).!’

Durante una infeccidon primaria con P. chabaudi se han logrado identificar patrones
de citocinas que permiten caracterizar a la respuesta inmune durante los primeros
10 dias como predominantemente Thl, también se ha observado la capacidad de
activar macréfagos y de producir una respuesta inmune inflamatoria. Sin embargo,
para que el parasito se pueda eliminar completamente se requiere la participacion
de la subpoblacion de células T CD4+ tipo Th2, que predomina en las fases
tardias de la infeccion.?

Por lo tanto es necesario contar con técnicas de deteccién sensibles para
determinar los patrones de expresion de citocinas, con este proposito en este
trabajo se calibrd la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) en
tiempo real para evaluar la expresion del RNAmM que codifica para las citocinas
INF-y, TNF-qa, IL-10, TGF-B y B-actina. Dicha técnica es un método in vitro de
sintesis de ADN con el que un segmento en particular de éste se amplifica
especificamente cuando se delimita por un par de cebadores o iniciadores que lo
flanquean. Su copiado se logra de forma exponencial a través de ciclos repetidos
de diferentes periodos de tiempo y temperaturas de incubacién en presencia de
una enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se obtiene en cuestion de horas
millones de copias de la secuencia deseada del ADN, lo que posibilita asi su facil
identificacion.

Los resultados obtenidos se analizaron con la ayuda del software del equipo de
PCR en tiempo real.



3. MARCO TEORICO

3.1. GENERALIDADES DEL PALUDISMO

La malaria o paludismo es una enfermedad febril, con manifestaciones
paroxisticas y periédicas, transmisible por mosquitos, se presenta en los tropicos y
subtrépicos, su causa es la infeccion con protozoarios parasitos del género
Plasmodium.?*

En Meéxico, el parédsito que predomina es P. vivax que suele confinarse
principalmente al sureste, en los estados de Chiapas, Campeche, Quintana Roo y
Oaxaca debido al clima tropical de la zona.'

De las diversas especies de Plasmodium, solo cuatro de ellas infectan a los
humanos: P. falciparum, P malariae, P. ovale y P. vivax. Todas ellas son
transmisibles de una persona a otra por la hembra del mosquito Anopheles
infectada. La forma grave de paludismo que sigue un ciclo febril de 48 horas (con
paroxismos en los dias 1 y 3 de cada ciclo) la ocasiona P. falciparum y se conoce
como paludismo terciano maligno o paludismo falciparo, la forma mas leve con
ciclo semejante y que se debe a P. vivax, se llama paludismo terciano benigno o
paludismo vivax. La enfermedad con ciclo febril de 72 horas que produce P.
malariae se llama paludismo cuartano o paludismo paludico. En 1922 se descubrid
P. ovale y el nombre de la enfermedad que causa paludismo oval, no hace
referencia a su forma ciclica.?®

Figura 1. Regiones donde la malaria es endémica



3.2. CICLO DE VIDA DE LOS PARASITOS

La esporogonia o ciclo sexual se inicia cuando un mosquito hembra del género
Anopheles ingiere gametocitos masculinos y femeninos al alimentarse de la
sangre de un humano infectado con paludismo. En el intestino del mosquito, los
gametocitos maduran y se efectua la fertilizacion. El cigoto resultante penetra la
pared intestinal del mosquito, se aloja por debajo de la membrana basal y forma
una vacuola que da lugar a un ooquiste. Dentro de esta estructura se forman miles
de esporozoitos, después, al aumentar de tamafio este quiste se rompe vy libera
esporozoitos a la cavidad corporal del mosquito. Algunos penetran a las glandulas
salivales, entonces el mosquito se vuelve infeccioso para los humanos. El tiempo
necesario para que se complete el ciclo en los mosquitos varia de una a tres
semanas, depende de la especie de insecto y del parasito, y también de la
temperatura y la humedad ambientales.?*

La esquizogonia o ciclo asexual ocurre en el humano y se inicia cuando el
mosquito Anopheles infectado se alimenta de la sangre de otro individuo. El
mosquito inyecta esporozoitos a los capilares subcutaneos del humano y éstos
circulan en la sangre periférica. Después de una hora se unen a las células
hepaticas (hepatocitos) y las invaden, proceso que se cree depende de un ligando
presente en la capa proteica externa del esporozoito. En las infecciones por P.
vivax y P. ovale algunos de los esporozoitos entran a una etapa de latencia de
inmediato tras la invasion celular. Los esporozoitos restantes inician esquizogonia
exoeritrocitica, y cada uno produce de 2 000 a 40 000 células hijas 0 merozoitos.
Una a dos semanas mas tarde los hepatocitos infectados se rompen y se liberan
merozoitos a la circulacién general.?!

La fase eritrocitica del paludismo se inicia con la union de un merozoito hepético
liberado a un receptor especifico en la superficie del eritrocito. Cuando se realiza
la unién, el merozoito forma una invaginacion en la membrana celular y
experimenta endocitosis lenta. El parasito intracelular tiene apariencia inicial de
trofozoito con forma anular, que aumenta de tamafo, se hace mas activo y
adquiere un borde irregular. En pocas horas se produce la division nuclear, que da
lugar al esquizonte multinucleado. Después el citoplasma se condensa alrededor
de cada nudcleo del esquizonte para formar un grupo intraeritrocitico de 6 a 24
células hijas llamadas merozoitos. Después de aproximadamente 48 horas en el
caso de P. vivax, P. ovale y P. falciparum y de 72 horas para P. malariae de la
invasion inicial los eritrocitos infectados se rompen y liberan los merozoitos lo que
ocasiona las primeras manifestaciones clinicas de la enfermedad. Las células hijas
recién liberadas invaden a otros eritrocitos y la mayoria repite el ciclo asexual.
Otras células hijas se transforman en formas sexuales o gametocitos. Estas
tltimas no producen lisis de eritrocitos y contindan su circulacion vascular
periférica hasta que son ingeridas por un mosquito adecuado. Los ciclos sexuales
recurrentes contindan, y producen una cantidad cada vez mayor de eritrocitos
afectados hasta que, al final, se desarrolla la inmunidad en el huésped que pone



fin al ciclo eritrocitico. Los esporozoitos hepaticos latentes de P. vivax y P. ovale
sobreviven al ataque inmunolégico del huésped y después de un periodo de
latencia de meses a afios pueden reanudar la multiplicacion intrahepéatica. Esto
conduce a una segunda liberacidon de merozoitos hepaticos y a que se inicie otro
ciclo eritrocitico, fenémeno conocido como recaida®* (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Plasmodium.*



3.3. RESPUESTA HUMORAL EN MALARIA

Los gametocitos son capaces de estimular una respuesta humoral especifica, sin
embargo, debido a que son intraeritrociticos la respuesta se limita. Una vez que
las membranas del eritrocito se rompen, las estructuras internas de los
gametocitos son altamente inmunogénicas.*

La infeccidbn con plasmodio induce una intensa activacion policlonal que se
caracteriza por la produccion de grandes cantidades de inmunoglobulinas de
diferentes especificidades. Los antigenos derivados del parasito activan
policlonalmente a los linfocitos T, los cuales producen factores que promueven la
diferenciacion de las células B en células plasmaticas productoras de anticuerpos.
Solo una pequefia porcion del total de los anticuerpos producidos es especifica
para antigenos del plasmodio, mientras que la mayoria no reacciona con el
parasito. Frecuentemente se generan autoanticuerpos que contribuyen a la
severidad de la enfermedad. También, se desarrollan anticuerpos especificos los
cuales se incrementan rapidamente y se pueden detectar a los pocos dias
después de que los parasitos aparecen en sangre, hay un aumento de IgG, IgM e
IgA, mientras que IgD e IgE permanecen practicamente sin cambio. En los
humanos, la concentracion de anticuerpos disminuye rapidamente después de la
recuperacion de la infeccion. Los anticuerpos especificos tienen un papel
protector, de hecho, se ha logrado transferir proteccion con la administracion de
suero inmune a los pacientes infectados, lo cual les reduce los sintomas de la
enfermedad.'?®

3.4. RESPUESTA CELULAR EN MALARIA

Cuando las células T cooperadoras de tipo 1 (Thl) se estimulan simultaneamente
con: antigenos, citocinas de las células presentadoras de antigeno (APC) y por
moléculas coestimuladoras de las APC, proliferan y producen otras citocinas que
sostienen y expanden la respuesta inmune. Algunas de las moléculas producidas
por las células Thl, como las quimiocinas, atraen a otras células linfoides al sitio
de la reaccion inmunitaria; otras citocinas como la interleucina-2 (IL-2), estimulan
la proliferacion de las células reclutadas; algunas como el interferon gamma (IFN-
y), activa macrofagos, y otras mas como el factor de necrosis tumoral beta (TNF-
B), son citoliticas.*

Simultdneamente a la activacion de las células Thl mediadoras de la inmunidad
celular, ocurre la activacion de las células T cooperadoras de tipo 2 (Th2). Las
células Th2 responden a la estimulacion antigénica y a las sefiales derivadas de
las células presentadoras de antigeno, proliferan y producen nuevas citocinas,
como IL-10.%°

Durante la etapa aguda de la infeccion con P. vivax se han detectado niveles
elevados de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de interferon gamma (IFN-y)



en el suero de los pacientes, este fendbmeno coincide con la ruptura de células por
parasitos asexuales en la etapa de esquizontes. Durante su desarrollo dentro del
eritrocito, Plasmodium secreta al medio extracelular una clase particular de
proteinas conocidas como exoantigenos o antigenos solubles. Muchas de estas
proteinas se han identificado como moléculas clave, involucradas en procesos
metabdlicos y en la estimulacion de la respuesta humoral y celular contra el
parasito. La mayoria de los exoantigenos reportados en la literatura corresponden
a etapas asexuales del parasito y son capaces de inducir proliferacion de los
linfocitos y la produccién de IFN- y.*

Todas las evidencias indican que los linfocitos yd+ participan directamente en la
eliminacién del parasito, en colaboracidbn con otras poblaciones celulares
accesorias, y contribuyen, ademas, a la regulacion de la respuesta inmune contra
la infeccion mediante la produccion de citocinas inflamatorias, como TNF-a, TNF-
B, IFN-y, IL-5, IL-6, IL-8 y linfotoxina. El descubrimiento de los linfocitos yo+ es
relativamente reciente, se sabe que se encuentran en todos los organismos con
sistema linfoide y que constituyen una poblacion celular minoritaria, que
constituyen del 1 al 5% del total de linfocitos circulantes en sangre, mientras que
en tejidos como el epitelio y las mucosas, su numero es mas abundante, ademas
existen varios subtipos que llevan a cabo funciones diferentes dependiendo del
tejido en el que se encuentran.*

Durante una infeccién primaria con P. chabaudi en ratones, se han logrado
identificar patrones de citocinas que permiten caracterizar a la respuesta inmune
durante los primeros 10 dias como predominantemente Thl, también se ha
observado la capacidad de activar macrofagos y de producir una respuesta
inmune inflamatoria. Sin embargo, para que el parasito se pueda eliminar
completagmente se requiere la participacion de la subpoblacion de células T CD4+
tipo Th2.

3.5. CITOCINAS

Las citocinas constituyen un grupo de proteinas producidas por una gran variedad
de células tanto linfoides como no linfoides, y tienen diversas funciones sobre
diversos tipos celulares. Las fuentes celulares de la citocinas incluyen a los
monocitos/macréfagos y a las células dendriticas, ademas de los linfocitos T y B;
fibroblastos, neutréfilos, células endoteliales, células cebadas y otras. Los blancos
celulares de las diversas citocinas incluyen, entre otros, a los monocitos y a los
macrofagos, a los linfocitos T, a las células B, a los neutrdéfilos, a las células
hematopoyéticas de las series linfoide y mieloide, a los fibroblastos, a las células
cebadas y a los eosinéfilos.?°

Las funciones de las citocinas incluyen la diferenciacion, la proliferacion y la
activacion de las “células blanco”, la expresion de receptores celulares para un
gran namero de ligandos y la induccion y secrecion de una gran diversidad de



otros mediadores que incluyen a: las prostaglandinas, las interleucinas, los
factores de crecimiento y de diferenciacion, los factores estimulantes de colonias,
las inmunoglobulinas y otros, asi como la liberacion de los mismos receptores
solubles. En conjunto, las citocinas participan en la induccion, expresion y
modulacion de las respuestas inmunitarias y en el desarrollo y la regulacién de las
respuestas inflamatorias.?

3.5.1. INTERFERON GAMMA (IFN-y)

Los interferones se describieron originalmente como agentes capaces de proteger
a las células de la infeccion viral. Con base en su fuente celular, en sus
propiedades biolégicas generales y en su estructura génica, los interferones se
han clasificado en dos categorias: el interferén tipo | que se induce como resultado
de una infeccion viral; el interferon tipo Il que se induce imnunolégicamente a
través del estimulo inflamatorio, se sintetiza exclusivamente por linfocitos T y por
células asesinas naturales (NK), comunmente se conoce como IFN-y. La accién
que ejercen los interferones se lleva a cabo mediante su interaccién con
receptores de alta afinidad.*?

El interferon gamma es la principal linfocina de las células Thl se considera
pluripotente, activa macrofagos, aumenta la expresion de moléculas del MHC
clase lIl, incrementa la fagocitosis, induce la produccion del factor de necrosis
tumoral (TNF-a) y de metabolitos reactivos del oxigeno. Se sabe que el principal
blanco del IFN-y durante la infeccion con malaria son los monocitos-macréfagos y
los neutréfilos ya que estan asociados a la respuesta principal durante una primera
infeccién por Plasmodium. Ademéas en modelos murinos se ha demostrado que
para controlar la infeccion se requiere tempranamente INF-y.*% 7

3.5.2. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) juega un papel importante en el
desarrollo de la inmunidad y la patologia en la infeccion por malaria, tanto en
modelos experimentales como en humanos. Los niveles elevados de TNF-a en el
bazo se correlacionan con la resistencia a la infeccion por Plasmodium chabaudi
chabaudi. Las citocinas involucradas en el desarrollo y regulacion de la respuesta
inflamatoria, incluyendo al TNF-a, pueden contribuir a la disminucion de la
infeccibn aguda por P. chabaudi, P. yoelii y P. vinckei, debido a que inducen
mediadores como el 6xido nitrico y otros intermediarios reactivos del oxigeno. Sin
embargo, es posible que el TNF-a no sea una citocina critica que proporcione una
respuesta de proteccion temprana, ya que los ratones con una deficiencia en los
receptores para TNF-a, son capaces de controlar y reducir la parasitemia.®



3.5.3. INTERLEUCINA 10 (IL-10)

La interleucina-10 (IL-10) se identifico inicialmente como un factor producido por
clonas de las células Th2, estas células poseen la capacidad de inhibir la
produccion de citocinas por las células Thl, cuando éstas se estimulan con
antigenos a través de la presentacion por parte de macréfagos.?

La IL-10 ejerce efectos principalmente inmunomoduladores e inmunosupresores,
al afectar la pauta de produccion de citocinas en células T cooperadoras,
designadas Thl y Th2. Aparte del efecto inhibidor que la IL-10 ejerce sobre las
células T, esta citocina también tiene propiedades inmunomoduladoras vy
supresoras sobre células del linaje monocito-macrofago, como la disminucion en la
produccion de los macréfagos de diversas citocinas inflamatorias como TNF-q, IL-
16, IL-1, IL-8. Asimismo, inhibe o estimula la produccion de moléculas que
participan en el metabolismo oxidativo en macréfagos, como el éxido nitrico.??

Debido al efecto de la IL-10 sobre las células T cooperadoras, los macrofagos, las
células B y los neutrofilos, resulta evidente que este factor puede tener
importantes efectos reguladores y correguladores en el sistema inmune y que
participa en procesos antiinflamatorios y antivirales.??

Un estudio realizado en ratones IL-10 / (gene IL-10 inactivo) infectados con P.
chabaudi, demuestra que la falta de IL-10 no tiene efectos significativos en el
curso de una infeccién primaria o en la resistencia en una infeccion secundaria, lo
cual sugiere que esta citocina no es crucial en el desarrollo de una respuesta
inmune efectiva, sin embargo su ausencia ocasiona un incremento en la respuesta
de las células T, lo cual genera una gran producciéon de IFN-y. Por lo tanto, esta
citocina juega un papel importante en la regulacion de: la produccion de TNF-a, IL-
1 e IL-12 a partir de los macrofagos; y la proliferacion de las células T y NK, y de
este modo se modula la produccion de IFN-y.*

3.5.4. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA (TGF-B)

Los factores de crecimiento transformante beta (TGF-) son potentes reguladores
del sistema inmune, de la proliferacion y diferenciacion celular y de la sintesis de
la matriz celular, asi como del desarrollo embrionario y del sistema de reparacién
celular y apoptosis. Los TGF-B pertenecen a una familia de proteinas que se
caracterizé inicialmente por su capacidad de promover el crecimiento de las
células normales y neoplasicas en agar. Son proteinas de 25kDa y contienen dos
subunidades idénticas.?

Diversas células pueden sintetizar esta citocina incluyendo: macréfagos, células T,
células NK vy linfocitos B, en concentraciones bajas actia como citocina
inflamatoria, teniendo la capacidad de reclutar monocitos, células T y neutréfilos al
sitio de inflamacion temprano; en concentraciones altas actia como anti-
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inflamatoria suprimiendo la produccion de TNF-a y oxido nitrico (NO) en
macréfagos, inhibe la produccién IFN-y y TNF-a de las células NK.*'

Poco se sabe de la respuesta de TGF- en malaria. En estudios realizados en
ratones infectados con Plasmodium se observé que TGF-$ suprime la produccion
de TNF-a y 6xido nitrico a partir de los macrofagos, también suprime la producciéon
de IFN-y y TNF-a a partir de las células NK. Ademas juega un papel importante
controlando el crecimiento del parasito ya que, en una respuesta temprana, las
bajas concentraciones de TGF-, promueven la inflamacion, reclutan monocitos y
macréfagos al sitio de lesion y los activan.™

3.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN TIEMPO REAL

3.6.1. GENERALIDADES

La reaccion en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR
(“Polymerase chain reaction”), es una técnica que desarrollo Kary Mullis a
mediados de los afios 80. Con esta metodologia se pueden producir en el
laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico.®

La técnica de PCR en tiempo real ha impulsado a la biologia molecular
permitiendo a los investigadores manipular el ADN de una manera mas sencilla,
haciendo ma&s comodos los procedimientos comunes. Esto es en parte por la
rapidez, gran sensibilidad y la precision de los productos de PCR que se pueden
evaluar en el momento en que se van generando, esto permite que el investigador
evalle mejor la cantidad de ADN que se obtiene en cada ciclo de la amplificacion
de PCR. Los métodos en tiempo real actuales implican generalmente moléculas
fluore%centes gue evidencian la cantidad de ADN presente en cada ciclo de
PCR.

El método utiliza un par de oligonucledétidos sintéticos también conocidos como
primers, iniciadores o cebadores, cada uno hibrida a una hebra del ADN blanco de
doble cadena, este par extiende una region que se puede reproducir
exponencialmente. El primer hibridado actia como un sustrato para la enzima
ADN polimerasa (obtenida a partir de una bacteria llamada Thermophilus
aquaticus o Taq), sintetiza una hebra complementaria mediante la adicidon
secuencial de desoxirribonucleétidos.**

Debido a la elevada sensibilidad de la técnica, uno de los puntos mas importantes
al realizar una PCR en tiempo real, es la calidad del material de partida. Por ello,
la extraccion de los acidos nucleicos de la muestra toma un papel critico y
fundamental. Aunque en los Ultimos afios se han hecho grandes progresos en la
simplificacion de la extraccion y purificacion de los &cidos nucleicos todavia no se
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ha encontrado un método automatico universal que se pueda utilizar con cualquier
tipo de muestra.? %

3.6.2. MEDICION DE LA AMPLIFICACION DEL ADN

La técnica de PCR en tiempo real puede medir la cantidad de ADN sintetizado en
cada momento durante la amplificacion, mediante emision de fluorescencia
producida en la reaccion, puesto que es proporcional a la cantidad de ADN
formado. Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la
reaccion de amplificacion.®

3.6.3. AGENTES INTERCALANTES

Son fluorocromos que aumentan notablemente la emision de fluorescencia cuando
se unen al ADN de doble hélice. EI mas empleado en PCR en tiempo real es el
SYBR Green I. El incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un aumento
proporcional de la fluorescencia emitida. Este sistema de deteccidon tiene la
ventaja de que la optimizacion de las condiciones de la reaccién es muy facil y
ademas, es mas barato que las sondas especificas. El principal inconveniente de
los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a que se unen de
manera indistinta a productos generados inespecificamente o a dimeros de
cebadores, muy frecuentes en la técnica de PCR. Para mejorar la especificidad se
deben emplear condiciones de reaccion Optimas y una seleccidon cuidadosa de los
cebadores para disminuir el riesgo de formacién de dimeros. Ademas, es
recomendable iniciar la reaccion de sintesis de ADN a temperaturas elevadas, lo
cual disminuye de forma notable el riesgo de amplificaciones inespecificas. Para
ello se pueden usar polimerasas recombinantes modificadas que sdélo funcionan
después de activarlas a temperaturas elevadas o que estan unidas a anticuerpos
que bloguean el centro activo de la polimerasa hasta que la reaccién alcanza
temperaturas altas en las que el anticuerpo se desnaturaliza liberando a la
polimerasa y permitiendo su actividad. Asimismo, la mayoria de los equipos para
PCR en tiempo real tienen la posibilidad de determinar la temperatura de fusion de
los fragmentos amplificados. Cada fragmento amplificado tiene una Tm
(temperatura a la que el 50% del ADN de la molécula esta desnaturalizado) esta
caracteristica depende sobre todo de su longitud y de la composicion de sus
bases. Esta aplicacion permite comprobar, aunque no siempre con absoluta
garantia, la especificidad de los fragmentos detectados en la PCR. Por otra parte,
los agentes intercalantes no permiten la identificacion de polimorfismos en la
secuencia diana.’
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3.6.4. SONDAS DE HIBRIDACION ESPECIFICAS

Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El
proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
entre las dos moléculas. Las més utlizadas son las sondas de hidrolisis,
denominadas también sondas Tagman, las sondas moleculares beacons y las
sondas FRET.

1. Sondas de hidrdlisis. Son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo
donador en el extremo 5’ que emiten fluorescencia cuando se excitan y un
aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el
donador. Para que eso ocurra, las moléculas donadora y la aceptora deben
estar espacialmente proximas. Ademas el espectro de emisién de la
primera se ha de traslapar con el espectro de absorcion de la segunda.
Mientras la sonda estd intacta, la fluorescencia emitida por el donador se
absorbe por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion de ADN
diana, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a
lo largo de la cadena, en su accion de sintesis, la ADN polimerasa de
Thermophilus aquaticus, que tiene actividad 5 exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo
donador. Como donador y aceptor estan, ahora, espacialmente alejados, la
fluorescencia emitida por el primero se detecta por el lector.

2. Moléculas beacons, son sondas parecidas a las anteriores. Tienen una
molécula donadora en el extremo 5’ y una aceptora en el extremo 3’ pero,
ademas, presentan una estructura secundaria en forma de asa, en la que
reside la secuencia de la unién especifica con el ADN diana. Los extremos
permanecen plegados cuando la sonda no esta hibridada, lo que conlleva a
que el donador y el aceptor estén muy cerca uno de otro. En esta
conformacion la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el
aceptor y no es captada por el lector del equipo. Sin embargo, al hibridar
con el ADN blanco la sonda se abre, alejandose donador y aceptor,
entonces se puede detectar la fluorescencia emitida por el primero.

3. Sondas FRET. El sistema se compone de dos sondas que se unen a
secuencias adyacentes del ADN blanco. Una de las sondas lleva un
donador en el extremo 3’ y la otra un aceptor en el extremo 5’. Cuando las
sondas hibridan, los dos fluorocromos estan proximos. Cuando se excita el
donador transfiere su energia al aceptor que, a su vez, emite la
fluorescencia que detecta el lector del equipo.

En todos estos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo corresponde a un
aumento de hibridacion de las sondas, lo que conduce al aumento en la misma
proporcion de la fluorescencia emitida. El empleo de sondas garantiza la
especificidad de la deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones
puntuales, pero su costo es mas elevado que el SYBR Green y la optimizacion de
las condiciones de la reaccién resultan mas dificiles.’
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3.6.5. EQUIPOS PARA PCR EN TIEMPO REAL

Los termocicladores para llevar a cabo la técnica de PCR en tiempo real
incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en
cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se
realice la amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados
en PCR en tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas
especificas marcadas con fluorocromos, disefiadas de manera especial. Los mas
utilizados son los equipos fabricados por Applied Biosystems y Roche Diagnostics.
Las diferencias mas importantes entre estos equipos hacen referencia a la rapidez
y al nimero de muestras que se pueden amplificar al mismo tiempo. El nimero de
canales de lectura que presentan los equipos también son importantes. El
disponer de varios canales de lectura permite detectar la emision de distintos
fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas
con distintos fluorocromos, para identificar diferentes tipos de ADN blanco en la
misma reaccion (PCR multiple) o incorporar controles internos a la reaccion, para
detectar la presencia de inhibidores.”

3.6.6. VENTAJAS DE PCR EN TIEMPO REAL

La primera ventaja es su rapidez, puesto que no se necesita ningun proceso
adicional de deteccion. Ademas gracias a la rapidez de los equipos, estos se
pueden rentabilizar al maximo, permitiendo un flujo mucho mayor de muestras y
de ensayos. Otra ventaja muy importante es que al utilizar sistemas cerrados, el
riesgo de contaminacion disminuye de forma muy importante. Los sistemas en
tiempo real permiten cuantificar la concentracion inicial de &cido nucleico
presentes en las muestras de manera mucho mas sencilla, mas precisa y sobre
todo en un rango mucho mayor que en los procedimientos convencionales. Los
equipos para PCR en tiempo real tienen una capacidad muy elevada ya que en el
mismo instrumento se pueden llevar a cabo ensayos cualitativos, cuantitativos,
determinaciones de mutaciones, PCR multiple, etc.; mientras que para los
procedimientos convencionales se requieren multiples equipos.> *°

3.6.7. DESVENTAJAS DE PCR EN TIEMPO REAL

Debido a la elevada sensibilidad del método, el riesgo de contaminacion cruzada
entre muestras es considerable. La fuente de contaminacion mas comun son los
fragmentos de ADN amplificados previamente en el laboratorio. Que pueden
contaminar reactivos, superficies y materiales y producir resultados falsos
positivos. Para disminuir el riesgo de contaminacion hay que tomar y respectar
rigurosamente una serie de precauciones de diversa indole, que incluyen una
distribucion del laboratorio en distintas areas de trabajo, la adopcion de tediosos
habitos de trabajo que minimizan el riesgo, el uso de material especial o el empleo
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de sistemas anticontaminacioén, como la irradiacion de superficies y reactivos con
luz ultravioleta.”

Una de las limitaciones en el ensayo que no es inherente al método es el error
humano, ya que una adecuada interpretacion de los datos obtenidos con ayuda
del software del equipo es indispensable para obtener conclusiones verdaderas.®

3.6.8. UTILIDAD

La amplificacion de un segmento de ADN mediante esta técnica se utiliza en
muchos laboratorios y tiene mdltiples aplicaciones en diferentes campos de la
biomedicina, dentro de las cuales podemos mencionar las siguientes: en el
diagnéstico de enfermedades hereditarias y de algunas cromosomopatias
comunes; en el campo de la inmunologia se emplea para determinar asociaciones
entre el MHC y la predisposicion genética para el desarrollo de enfermedades
autoinmunes; en el campo de la oncologia para probar mutaciones activadoras de
oncogenes o supresoras de antioncogenes, para detectar arreglos cromosomicos
presentes en procesos neoplasicos, y para la deteccién de virus y secuencias
oncogénicas. En la microbiologia la PCR se ha utilizado en el diagnéstico rapido y
preciso de infecciones producidas por bacterias, hongos, parasitos y virus,
particularmente aquellos microorganismos dificiles de detectar por el analisis
microbioldgico directo y cultivo, como es el caso de Mycobacterias. En la medicina
legal la PCR ha enriquecido enormemente el analisis de las pruebas de paternidad
y la identificacion de individuos a través de la tipificacion de regiones
cromosémicas con secuencias de ADN altamente variables o polimérficas.> *°

La técnica de PCR en tiempo real se ha convertido en una herramienta importante
para detectar la expresion de diversos genes de interés. El estudio de la expresion
del ARN mensajero que codifica para ciertas citocinas se utiliza ampliamente en la
investigacién inmunolégica para detectar la respuesta inmune.*®

En los campos de la biologia molecular, la ingenieria genética y la biotecnologia,
la técnica de PCR se utiliza para la clonacion molecular de genes y su
secuenciacion, para generar mutagénesis dirigida a secuencias génicas, para
facilitar manipulaciones en el ADN encaminadas a la produccion de proteinas
recombinantes, y para el analisis y cuantificacion de la expresion génica.
Finalmente, los campos de la biotecnologia animal y vegetal también se han
beneficiado con esta metodologia, lo que ha contribuido a aumentar el arsenal de
poderosas herramientas para el mejoramiento de plantas y animales. > *°

3.6.9. OPTIMIZACION EN EL LABORATORIO

Los protocolos han evolucionado desde la introduccion de la PCR a la fecha,
favoreciéndose no sélo el aumento de la especificidad y la sensibilidad de la
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reaccion, sino también la eficiencia, el aumento en el tamafio de los productos
amplificados y el incremento en la versatilidad de las aplicaciones a nivel de
diagnéstico y de investigacion. Esto se ha logrado a través del control de
parametros criticos como tiempo, temperatura y nimero de ciclos de amplificacion.
A su vez, la estandarizacion de las concentraciones de reactivos (oligonucleoétidos,
ion magnesio, ADN blanco y dNTP’s) permite disminuir la formacién de
amplificaciones inespecificas y por incorporacion errénea de nucleétidos,
aumentando por consecuencia su fidelidad. También permite eliminar falsos
positivos.2

Es comun que en estos casos, al iniciar la estandarizacion de la PCR, surjan
dificultades tales como obtener niveles no detectables del producto amplificado,
productos inespecificos, o la formacion de dimeros de oligonucleotidos que
compiten con el ADN blanco en la amplificacion. En estas circunstancias es
necesario variar cada uno de los parametros hasta obtener condiciones 6ptimas
para la reaccion. Los parametros a estandarizar se describen a continuacion:

3.6.9.1. Oligonucledtidos

La secuencia de los oligonucleodtidos iniciadores es responsable de la
amplificacion especifica del fragmento deseado, y para su disefio es indispensable
conocer la secuencia del ADN blanco. Al ser éste uno de los parametros mas
importantes que determina la especificidad de la PCR, su eleccion y disefio debe
ser muy cuidadoso. Idealmente, en cada 100uL de la reaccién, la concentracion
aceptable de cada oligonucledtido oscila entre 0.05 y 1.0 pM. el uso de
concentraciones mayores favorece la amplificacion de regiones inespecificas y la
formacién de dimeros de oligonucleétidos.? *°

3.6.9.2. ADN blanco

La PCR es tan sensible que la amplificacion puede hacerse teéricamente a partir
de una sola molécula de ADN. Los genes de una sola copia en el genoma se
pueden amplificar facilmente. La concentracion de ADN blanco en la reaccion
depende de la fuente utilizada, e idealmente se requieren aproximadamente 10°
copias de ADN blanco, esto es, de 300 ng a 1 pg de ADN genémico humano.? 8

3.6.9.3. Enzima ADN polimerasa Taq

La enzima ADN polimerasa termoestable que mas se utiliza para la PCR es la
ADN polimerasa Taq (se aislo a partir de la bacteria Thermophilus aquaticus, que
habita en aguas termales). Esta enzima tiene actividad de ADN polimerasa, de
exonucleasa 3 a 5 y de exonucleasa de 5 a 3. Su indice de error de
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incorporacién es de 1 a 4 x 10™ bases y amplifica sin dificultad segmentos de
hasta 3000 pb.>*°

3.6.9.4. Concentracion de Magnesio y dNTP’s

La concentracion de iones magnesio es también importante en la especificidad de
la reaccion. Concentraciones muy altas conducen a una baja especificidad, dando
como resultado productos indeseables, mientras que las concentraciones minimas
necesarias disminuyen el indice de incorporaciones erréneas de nucleétidos. El
ion Mg?* se utiliza como cofactor para la actividad enzimatica de la mayoria de las
ADN polimerasas. Para una reaccion estandar se recomienda utilizar una
concentracion final de MgCl, entre 0.5y 2.5 mM.* 8

Al igual que el MgCl,, las concentraciones minimas necesarias de dNTP’s
disminuyen el indice de incorporaciones erroneas de nucleétidos, mientras que
concentraciones muy altas disminuyen la especificidad de la reaccion, por lo que
la concentracion de dNTP’s también debe optimarse. Concentraciones entre 20 y
200uM proporcionan resultados optimos, se debe igualar la concentracion de cada
uno de los cuatro dNTP’s en concentraciones equimolares. %8

3.6.9.5. Numero de ciclos

Tedricamente, en condiciones Optimas el nivel de amplificacion del ADN en la PCR
aumenta en forma exponencial con cada ciclo; sin embargo, en la practica
después de determinado numero de ciclos, la amplificacibn se detiene
gradualmente. Entra primero a una fase lineal y luego a una estacionaria, a la que
se denomina fase de “meseta” se debe al agotamiento de la actividad enzimatica y
a la insuficiencia para llevar a cabo la extension del nUumero masivo de complejos
ADN blanco-oligonucleétidos, presentes en los ciclos que anteceden a este
fendmeno. Esto puede evitarse si se aumenta el tiempo de extension en los
altimos ciclos de la reaccién o la cantidad de la enzima, aunque lo recomendable
es ajustar el numero de ciclos de tal manera que la amplificacion se realice al
obtenerse los niveles maximos de amplificacion en una reaccidon que presente
comportamiento lineal. EI nidmero de ciclos promedio oscila entre 20 y 30,
dependiendo de la cantidad de ADN inicial.*®

Las temperaturas de desnaturalizacion (92 a 98°C) y extension (70 a 74°C) son
generalmente estandares para todas las reacciones. La temperatura que tiene el
efecto mas critico en la especificidad es la de alineacion, la cual esta determinada
principalmente por la temperatura media de fusién (Tm) de los oligonucleétidos.?
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3.6.9.6. Temperatura de alineacién.

Los oligonucledtidos se aparean a una determinada temperatura de alineacion por
complementaridad al ADN blanco. El alto grado de complementaridad entre las
bases nitrogenadas de los oligonucledtidos y del ADN blanco permite utilizar altas
temperaturas de alineamiento, lo que favorece la especificidad de la reaccién. %8

Cuando la temperatura de alineacién es muy baja existe mayor probabilidad de
que los oligonucledtidos se apareen a regiones no especificas del ADN blanco y
que también se extiendan, toda vez que la polimerasa Taq posee actividad aun a
bajas temperaturas. Utilizando temperaturas de hibridacion entre 55 a 65°C se
reducen grandemente los sucesos de apareamiento inespecifico.?
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La malaria o paludismo es una enfermedad infecciosa que causa un gran numero
de muertes en todo el mundo, los intentos por erradicar la enfermedad han fallado,
se ha descrito el desarrollo de resistencia del vector a los insecticidas y por otra
parte el parasito también ha desarrollado resistencia a los medicamentos. Por lo
tanto, es indispensable la investigacion sobre los mecanismos de la respuesta
inmunoldgica, los cuales ayudan al organismo a eliminar al parasito. Durante la
infeccion por Plasmodium se activan diferentes tipos de células lo que conduce a
la produccion de citocinas. Estas moléculas tienen una gran variedad de funciones
y resultan importantes en la respuesta inmune, tanto natural o innata como
adquirida, se trata de proteinas de bajo peso molecular que estimulan o inhiben la
proliferacion, diferenciacion o la funcion de las células inmunitarias que suelen
actuar de dos formas diferentes: autécrina (sobre la misma célula productora) o
paracrina (sobre células cercanas). Las citocinas se sintetizan en cantidades muy
pequefias por lo que su deteccion requiere el empleo de técnicas extremadamente
sensibles como la de PCR en tiempo real.

Esta técnica se ha convertido en una herramienta importante para detectar la
expresion de diversos genes de interés, por tal motivo en este proyecto se
estandariza dicha técnica para que posteriormente se pueda utilizar en diferentes
estudios que involucren la expresion del ARN mensajero que codifica para las
citocinas INF-y, TNF-a, IL-10 y TGF-B, las cuales son importantes en la
investigacion de su participacion en la respuesta inmune que presenta el
organismo en una infeccién por Plasmodium, asi como conocer detalladamente la
relacion huésped-parasito, todo esto con el fin de desarrollar nuevos y mas
eficaces tratamientos contra la malaria.

Puesto que el analisis de los mecanismos de respuesta inmunoldgica en el
humano por cuestiones tanto técnicas como éticas esta muy restringido, el empleo
de modelos murinos es una herramienta Util para estudiar estos fendmenos,
aunando a que ambos sistemas inmunoldgicos son sumamente parecidos y que
se cuenta con la secuenciacion de practicamente todos los genes del raton. En
este trabajo se utilizara un modelo murino de malaria para obtener los controles
positivos y calibrar la técnica de RT-PCR en tiempo real para las citocinas: TNF-a,
IFN-y, TGF-B e IL-10.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar la técnica de PCR en tiempo real para evaluar la expresion del
ARNmM que codifica para las citocinas INF-y, TNF-a, IL-10, TGF-3, en ratones
CBA/Ca infectados con Plasmodium chabaudi.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Estandarizar la técnica de PCR en tiempo real para las citocinas INF-y,
TNF-q, IL-10, TGF-B de raton.

e Determinar que tipo de reactivos y las concentraciones que son Optimas
para la amplificacion en PCR tiempo real.

e Realizar el analisis de los resultados de la amplificacion utilizando el
software del equipo de PCR en tiempo real.
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6. HIPOTESIS

Los hallazgos preliminares de nuestro grupo de investigacion utilizando la técnica
de RT-PCR semicuantitativa indican que los genes que codifican para las
citocinas: INF-y, TNF-a, IL-10, TGF-B, se modifican ligeramente durante la
infeccién en ratones con Plasmodium chabaudi AS. ** 8 Por lo tanto si se utilizan
como controles positivos a estos ratones y se realizan diversos ensayos para
determinar las concentraciones optimas de los reactivos utilizados en la PCR a
tiempo real, se podra estandarizar esta técnica, de este modo se contara con una
herramienta sumamente Util para el estudio sobre la expresion de esas citocinas.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1. MATERIAL BIOLOGICO

Ratones CBA/Ca machos de 8 semanas de edad, mantenidos en
condiciones libres de patégenos especificos.

Eritrocitos parasitados de raton con la cepa Plasmodium chabaudi AS y
criopreservados (conservados a muy bajas temperaturas con lo cual toda
activada biolégica queda efectivamente detenida) en nitrogeno liquido.

7.2. MATERIAL DE LABORATORIO.

Portaobjetos

Tijeras de diseccion

Guantes de hule de latex

Pipetas Pasteur de vidrio

Gradillas para tubos Falcon

Gradillas para tubos eppendorf

Tela organza.

Gorros y botas para areas estériles

Tubos Falcon: 15mL, 50mL, nuevos y estériles.

Cajas petri de 10 cm de diametro, de plastico, nuevas y estériles.
Tubos Eppendorf: 1.5mL, 250mL, nuevas y estériles.

Puntas para micropipetas: 1.5 pL, 2.5uL, 10 pL, 200 pL, 1000 uL, nuevas,
con filtro, libres de nucleasas y estériles

Placas para PCR en tiempo real.

7.3. EQUIPO

Balanza analitica, Scientech

Campana de flujo laminar, Veco

Congelador Nieto

Espectrofotbmetro UV, WPA

Microcentrifuga, Eppendorf 5415C

Micropipetas Eppendorf: 2.5 uL, 10 pL, 20 uL, 100 yL, 1000 pL.
Micropipeta Multicanal WGilson 8 x 200 pL.
Micropipetas Gilson: p20, p200, p1000.
Microscopio 6ptico, Carl Zeiss Estandar 25
Refrigerador MayTag

Tanque de nitrégeno liquido, 34XT, Taylor-Wharton
Vortex Genie 2, Daigger

Impresora, Deskjet 680C, Hewlett Packard
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Ultracongelador REVCO, Legaci Refrigeration System
Autoclave, Tuttnauer Brinkmann 2540M

Termociclador PCR tiempo real, Applied Biosystem
Termociclador Mastercycler gradient, Eppendorf

Software PCR tiempo real, 7000 Sequence Detection System

7.4. REACTIVOS

Agua desionizada, Hidropura.

Agua DEPC

Agua bidestilada milipore

AlbUumina sérica bovina, Sigma.

Alcohol isoamilico

Amortiguador para retrotranscripcion 5X (5X first strand buffer), Gibco BRL.
Azul de bromofenol, Sigma

Bis acrilamida, Sigma.

Bromuro de etidio

Cloroformo, Burdick-Jackson.

Cloruro de magnesio, Sigma.

Cloruro de magnesio 50mM, Invitrogen

Colorante de Giemsa, Sigma.

Dietilpirocarbonato, Sigma.

dNTP’ s (desoxirribonucleotidos de trifosfato), Pharmacia.
dTT

Ditioeritritol (dTT), Gibbco BRL.

EDTA, Sigma.

Etanol absoluto, Merck.

Fosfato de potasio monobasico (KH,PQO,), USB/Amersham.
Fosfato de sodio monobésico (Na;HPO,), USB/Amersham.
Gelatina sigma.

Glicerol, Sigma

Heparina de sodio, Sigma

Inhibidor de RNA"sa, Gibco BRL

Isopropanol

Marcador de peso molecular

2-mercaptoetanol, Sigma

Metanol, JT Baker

Mezcla de reaccion para PCR, Invitrogen

Oligo dT

Persulfato de amonio, Sigma

Retrotranscriptasa MMLV-RT

Sacarosa, Sigma

Sarcosil, Sigma
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SDS (Dodecilsulfato de sodio), Sigma

Taq polimerasa (AmpliTaq DNA polimerase), Perkin Elmer

TEMED, Sigma

Tripure

Oligonucledétidos iniciadores para la amplificacion de los genes (Invitrogen):

a) IL-10
(5" a 3"): (DNA) — CGG TTC TGG ACA ACA TAC TGC TAA C[FAM] G
(5" a 3): (DNA) — TGG ARC ATT TCC GAT AAG GCT TG

b) p-actina
(5" a 3): (DNA) - CGG GTC AGG TAG TCT GTC AGG TCC [JOE] G
(5°a3): (DNA) - CTATGC TCT CCC TCACGC CATC

c) IFN-y
(5’ a 3): (DNA) — CGG TGA GAA GAT GTT CCA TGC CAC [FAM] G
(5’ a 3): (DNA) — TCT CCT TCA GGA CAA TGT CAA ACA

d) TNF-a
(5" a 3"): (DNA) — CGG CTG TCT TTG AGA TCC ATG C [FAM] G
(5" a 3"): (DNA) — CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGT G

e) TGF-B
(5" a 3"): (DNA) — CGG GAA ATA CAC CAC CAG TCC [FAM] G
(5" a 3"): (DNA) — AGG CTG ACA CCC GTC ACT TG

7.5. METODO

Se utilizé6 un modelo experimental de malaria murina (ratones singénicos CBA/Ca
infectados con parasitos de la cepa Plasmodium chabaudi, los cuales se
prepararon a partir de estabilizados criopreservados en nitrégeno liquido).

El dia ocho postinfeccion los ratones se sacrificaron y se les extrajo el bazo, a
partir del cual se aislé el ARNm para retrotranscribir, el ADNc obtenido se utilizé
como control positivo para calibrar el ensayo de PCR en tiempo real de los genes
IFN-y, TNF-a, IL-10, TGF-B y B-actina.

7.5.1. Infeccién de los animales

Los ratones se infectaron intravenosamente con 5x10* eritrocitos parasitados de
Plasmodium chabaudi. Diariamente se tomaron muestras de sangre de la cola de
los ratones para evaluar la parasitemia en frotis teflidos con Giemsa.
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7.5.2.

7.5.4.

Extracciéon de RNA.

El dia 8 post infeccion se sacrificaron a los ratones en una camara de
cloroformo

Se disecto el bazo.

El tejido se macero haciéndolo pasar por una tela de nylon empleando PBS
libre de calcio y magnesio.

Se centrifug6 a 3000 rpm durante 5 min.

Se elimino el sobrenadante.

A la suspension de tejido obtenida, se adicionaron 500uL de reactivo de
Tripure y se agité vigorosamente.

En un tubo eppendorf se colocaron 500uL de lisado y se adicionaron 100uL
de la mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1), se agitdé en Vortex por
10 min.

Se centrifug6 a 14000 rpm por 15 min.

La fase acuosa se transfirid a otro tubo evitando la interfase.

Se adicion6 un volumen igual de isopropanol previamente enfriado a -20°C.

Se centrifugaron los tubos a 14000 rmp durante 15 min.

Se eliminé el sobrenadante y se adicionaron 500 pL de etanol al 80% en
agua DEPC enfriado previamente a -20°C.

Se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 15 min.

Se desech¢ el sobrenadante.

Se dej6 secar el botdn a temperatura ambiente.

. Hidratacion y cuantificacion del RNA

Las muestras se hidrataron con 20 pul de agua DEPC al 0.1 % estéril.

Se agito durante 5 min.

Se centrifug6 a 14000 rpm durante 5 seg.

Se colocaron en un tubo eppendorf 1ul de RNA y se adicionaron 199 pyL de
agua bidestilada milipore (dilucion 1:200).

Se ley0 la absorbancia de la solucion de RNA a 260 nm.

Se determind la concentracion del RNA por medio de la siguiente formula:

RNA (ug/ul) = Absorbancia 260 nm X 40ug X Dilucién.
1000uL

Retrotranscripcion

Se retrotranscribieron 1.5 ug de ARN

En un tubo eppendorf se adicion6: agua DEPC, el Oligo dT y el RNA de
acuerdo a los célculos realizados.

Se incubd a 65° C por 10 minutos, se utilizé el termociclador.

Se coloco en hielo durante 5 min. y se centrifugé a 14000 rpm durante 5
seg.

Se coloco en hielo y se llevé a 10 pL con la mezcla de reaccion:
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Reactivo 1 Rx (uL)
Amortiguador de retrotranscripcion 5X 4.0
0.1mM de dTT 2.0
Enzima M-MLVRT 1.0
Inhibidor de RNAsa 0.1
Agua DEPC 1.0
TOTAL 10.1

Tabla 1. Mezcla de reacion para retrotranscripcion.

e Seincubb a 37° C durante 1 hora en el termociclador.

e Seincubd a 95° C por 5 min.

e Se colocé en hielo durante 5 min. y se centrifugé a 14000 rpm durante 5
seg.

e Se adicionaron 50 pyl de agua DEPC fuera de la campana, se agitd con
vortex y se guardo en el congelador (-20° C) hasta su uso.

7.5.5. Amplificacion de los genes utilizando PCR

e Se prepararon mezclas de reaccién para cada gene.

e Se prepard la mezcla de reaccion considerando que el volumen final en un
tubo fue de 10pL.

e Durante la adicion de todos los reactivos, los tubos se mantuvieron en hielo
y la mezcla se prepar6 en la campana de flujo laminar.

e Se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de magnesio y
cantidades de agua, dependiendo del gen:

stock 1 Rx (uL) [RX]

Agua Variable -
Mezcla de Rx 5,00 -
50mM MgCI2 Variable |Variable
10uM oligo R 0,20 200nM
10uM oligo F 0,20 200nM

ADNc 1:10 1,00
TOTAL 10,00

Tabla 2. Mezcla de reaccion para la PCR.

e Posteriormente fuera de la campana se adicion6 1uL de ADNc a cada tubo,
exceptuando los controles negativos, a los cuales se les adicion6 1pL de
agua destilada para llevar a un volumen total de 10pL.

e Una vez colocadas las muestras en la placa para PCR en tiempo real, se
taparon adecuadamente y se siguio el siguiente programa:
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7.5.6.

CICLAJE
Temperatura Tiempo
1 50°C 2 minutos
2 95°C 2 minutos
3 95°C 30 segundos
4 60°C 45 segundos
5 72°C 45 segundos
6 repetir del punto 3 al 5, 45 veces

Tabla 3. Ciclaje parala PCR.

Electroforesis de los productos de PCR

Se prepararon geles de acrilamida al 10% en TBE 1X.

Se adicion6 a cada muestra de producto de PCR 5uL de amortiguador de
carga y se mezclo.

De la mezcla anterior se colocaron 15uL en cada pozo del gel, se utilizd un
pOozo por muestra.

Se coloc6 en un pozo de los extremos 10uL de marcador de peso
molecular.

Se corrié la electroforesis a 170 volts por 2 horas en TBE 10X.

Una vez terminada la electroforesis, se tifieron los geles con bromuro de
etidio durante 5 minutos. Se utilizaron 20uL de una solucion 10mg/mL en
200mL de TBE1X.

Se destifieron en agua destilada durante 5 minutos.

Se coloco el gel en el equipo analizador de geles para observar el
resultado.

7.5.7. Andlisis de los productos de PCR

Todos los productos de PCR que se obtienen se analizan con ayuda del software
del equipo de PCR en tiempo real Applied Biosystem, 7000 Sequence Detection
System, ademas para cada amplificacién obtenida se realiza una electroforesis.
De este modo se asegura que la amplificacion obtenida corresponde al peso
molecular del gen que se esta analizando.
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7.6. DIAGRAMA DE FLUJO

Inoculacién de ratones CBA/Ca
machos con
Plasmodium chabaudi

Sacrificar ratones el dia ocho
post-infeccion.

Extraccion de RNA a partir de
bazo.

Cuantificacion de RNA 'y
retrotranscripcién para
obtener DNAC.

Estandarizacion de la técnica
de PCR en tiempo real para
los genes IFN-y, TNF-q,
IL-10, TGF-By
B-ACTINA.

Analisis de resultados.
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8. RESULTADOS

Se realizaron varios ensayos para determinar las condiciones adecuadas para la
amplificacion de cada gen. Se utilizé el bazo que se extrajo de ratones CBA/Ca
machos en el dia 8 después de la infeccion con Plasmodium chabaudi, a partir del
cual se obtuvo ARNm para retrotranscribirlo y obtener el ADN complementario
(ADNc), que se utiliz6 como control positivo, puesto que en experimentos
anteriores se detecto que esos genes se sobreexpresaban en el dia 8
postinfeccion, por lo que se trabajo con esa muestra positiva para la estandarizar
la técnica de PCR en tiempo real.

Se amplificé simultaneamente el gen constitutivo B-actina y cada uno de los genes
a evaluar, todos los ensayos se realizaron por triplicado, tres controles positivos,
con ADNC, y tres controles negativos, sin ADNc.

Ademas de obtener resultados por medio del software del equipo de PCR en
tiempo real, se realizaron electroforesis en gel de acrilamida al 10% para
corroborar que la amplificacion obtenida correspondiera al peso molecular del gen
analizado. Ambos resultados se compararon y de este modo se obtuvieron las
condiciones adecuadas para cada gen.

También se realizaron al mismo tiempo pruebas con los reactivos de la marca
Invitrogen y con los reactivos preparados en el laboratorio para determinar con
cuales se obtenian mejores resultados, sin embargo con los reactivos preparados
en el laboratorio no se obtuvieron resultados adecuados dado que carecian del
colorante de referencia ROX, el cual estabiliza la sefial de fluorescencia que
detecta el equipo, por tal motivo se opto por continuar la estandarizacion con los
reactivos de la marca comercial Invitrogen.

El ciclaje fue el mismo para todos los genes:

= Thermal Cucler Protocol -

Thermal Profile i.-'-‘«utu:u Inu:reme:nti Framp Hate!

Stage 1 Stage 2 Stage 3
Reps: [1 | Reps: 4 | Reps:[as |
[25.0 [2so0 ]
Tz00 [0z0 |
\ 720
[600 | Toas |
e ]

2:00

I
Figura 1. Ciclaje utilizado para la amplificacién de los genes en PCR tiempo real.
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Antes de utilizar el equipo de PCR en tiempo real, se realizaron diversas pruebas
utilizando el termociclador Mastercycler gradient:

Lo primero que calibramos para cada par de primers fue el nimero de ciclos, la
figura 4 corresponde a la amplificacién de TGF-f utilizando la misma mezcla de
reaccion y control positivo, Unicamente se varié el numero de ciclos, de esa forma
se establecié que en el termociclador Mastercycler 38 ciclos nos producian una
sefal intensa y Unica. De la misma forma se realizaron amplificaciones para cada
uno de los genes que se calibraron.

Carril 1. 30 ciclos
Carril 2. 32 ciclos
Carril 3. 34 ciclos
Carril 4. 36 ciclos
Carril 5. 38 ciclos
100 Carril 6. Sin ADNc

R R

50

Figura 2. TGF-B amplificado a diferentes ciclos.
Corrimiento electroforético en un gel de acrilamida al 10% de los
productos de amplificaciéon por PCR del gene TGF-B a con un
namero diferente de ciclos en cada carril.

Dado que la concentracion de magnesio es importante para la eficiencia y
especificidad de la reaccion de PCR, calibramos la concentracion de magnesio
para cada uno de los primers. En la figura 5 se muestran los resultados de la
amplificacion de TGF-B a diferentes concentraciones de magnesio, la mejor banda
se observo a una concentracion de 2.5mM.

oo ; Carril 1. 2.0mM
R Carril 2. 2.5mM
= Carril 3. 3.0mM
Carril 4. 3.5mM
Carril 5. 4.5mM

100 Carril 6. Sin ADNc

a0

Figura 3. TGF- B amplificado con diferentes concentraciones de magnesio.
Corrimiento electroforético en un gel de acrilamida al 10% de los amplicones
del gene TGF-B a diferentes concentraciones de magnesio en cada carril.
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Otra variable que modifica la especificidad de la reaccion es la temperatura de
alineacion, por lo que calibramos esta temperatura utilizando la misma mezcla de
reaccion pero empleando el termociclador Mastercycler de gradiente de
temperatura. Lo programamos para amplificar cada muestra a diferentes
temperaturas. La figura 6 es representativa del experimento para calibrar la
temperatura de alineacion para el gen TGF-B la mejor amplificacion se observo a
59°C. Es importante indicar que este tipo de ensayo se realizo para cada gene.

1 2 34 56 7 8 9 101112 1314 1516y Camil 1l Sin ADNc
———— o — — & Carril 2. Sin ADNc

Carril 3. 55°C
=53 Carril 4 55°C
Carril 5. 56°C
Carril 6. 56°C
Carril 7. 57°C
Carril 8. 57°C
Carril 9. 58°C
- Carril 10. 58°C
Carril 11. 59°C
Carril 12. 59°C
=100 carril 13. 60°C
IS T Carril 14. 60°C
30 Carril 15. 61°C
Carril 16. 61°C
Figura 4. TGF- B amplificado con diferentes temperaturas de alineacién.
Corrimiento electroforético en un gel de acrilamida al 10% de los de los
productos de amplificacion del gene TGF-B a diferentes temperaturas de
alineacion, la determinacion se realizd por duplicado para cada
temperatura.

La concentracion de ADN es otra variable que puede influir tanto en la
especificidad como en el rendimiento de la reaccion de PCR, por lo que decidimos
determinar la concentracion de ADNc Optima para iniciar la amplificacion de los
diferentes juegos de primers, la figura 7 es un gel representativo para evaluar la
concentracion inicial de ADNc en la reaccion de PCR para B-actina, se determiné
gue la mejor concentracion correspondio a 2ng.
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1 2 3 4 5 6 7 % 9 10 U 12 13 14 MM
: Carril 1. Sin ADNc

Carril 2. Sin ADNc

Carril 3. Sin diluir (20ng)

Carril 4. Sin diluir (20ng)

Carril 5. Sin diluir (20ng)

Carril 6. 1:10 (2ng)

Carril 7. 1:10 (2ng)

Carril 8. 1:10 (2ng)

Carril 9. 1:100 (0.2ng)

Carril 10. 1:100 (0.2ng)
10 Carril 11. 1:100 (0.2ng)

Carril 12. 1:1000 (0.02ng)
T - g s ——— Carril 13. 1:1000 (0.02ng)

G Carril 14. 1:1000 (0.02ng)

Figura 5. B-actina amplificado con diferentes concentraciones de ADNc.

Corrimiento electroforético en un gel de acrilamida al 10% de los de los
productos de amplificacion del gene B-actina a diferentes concentraciones
de ADNc, la determinacion se realiz6 por duplicado para cada
concentracion.

El principal problema que se present6 fue el de las contaminaciones, una de las
ventajas de la técnica es su alta sensibilidad, lo que en ocasiones se convierte en
su principal desventaja, de ahi que establecer las fuentes de contaminacion y
eliminarlas fue un problema dificil de resolver. La figura 8 muestra uno de los geles
en donde las contaminaciones generaron resultados completamente incorrectos,
con diversas bandas inespecificas.

1 235 4 5 617 38 9°10 1112 MM Carril 1. Sin ADNc

iy . Carril 2. Sin ADNc

i Carril 2. Sin ADNc
el _ Carril 4. ADNc 1:1000 (0.02ng)
1 - Carril 5. ADNc 1:1000 (0.02ng)
— v Carril 6. ADNc 1:1000 (0.02ng)

Carril 7. ADNc 1:100 (0.2ng)

Carril 8. ADNc 1:100 (0.2ng)

Carril 9. ADNc 1:100 (0.2ng)
4 o ams e s ~ 100 Carril 10. ADNc 1:10 (2ng)
S w— A Carril 11. ADNc 1:10 (2ng)
-— sg Carril 12. ADNc 1:10 (2ng)

Figura 6. IFN-y contaminaciones.
Corrimiento electroforético en un gel de acrilamida al 10% de los de
los productos de amplificacion del gene IFN-y, los controles negativos
mostraron amplificaciones inespecificas, también se realizd la
amplificacion a diferentes concentraciones de ADNc .

Para eliminar las contaminaciones recurrimos a medidas extremas de limpieza, y
en su caso utilizamos reactivos nuevos o irradiados con luz ultravioleta lo que nos
permitié obtener resultados confiables.
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Después de obtener las condiciones 6ptimas antes mencionadas, se realizé la
amplificacion en el equipo de PCR en tiempo real. El software del equipo grafico
Delta Rn (ARnN) contra el nimero de ciclos. Donde Rn (Normalized reporter) es la
fluorescencia que detecta el equipo en el transcurso de la reacién; ARn es la
magnitud de la sefial generada y detectada por el equipo teniendo en cuenta la
fluorescencia inicial. ARn = Rn - fluorescencia inicial

La linea roja denominada “threshold cycle (Ct)” ayuda a visualizar el nUmero de
ciclo en el cual la fluorescencia rebasa el umbral inicial.

B-actina

Este gen constitutivo se amplificO simultaneamente con los demas genes
estudiados. Las mejores condiciones obtenidas fueron las correspondientes a una
concentracion de 3mM de MgCl,, 200nM para la concentracion de cada primer y la
diluciéon 1:10 de ADNc equivalente a 2ng. Cabe mencionar que el ADNc para j-
actina podria ser el de cualquier muestra dado que se expresa en todas las
células.

Delta Rn vs Cycle
T B o e e e A B

1.0e+000

Defta Rn

1.0e-001

1.0e-002

1234567 8 91011121314151617181920212233342526272829303132333435363730394041 42434445

Cycle Number
Figura 7. B-actina. Resultados de la amplificaciéon en PCR tiempo real.
Se generé ADNc a partir de la retrotranscripcién de ARNm del bazo de ratones CBA/Ca infectados
con P. chabaudi, como se describe en materiales y métodos. Para la retrotranscripcion se utilizaron
1.5ug de RNA, el ADNc asi obtenido se diluy6 1:10 lo que correspondié a 2ng. La concentracion de
magnesio fue de 3mM, y 200nM para cada primer. Para las condiciones de ciclaje ver el texto.
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Interferén gamma (INF-y)

Para INF-y las mejores condiciones obtenidas fueron las correspondientes a una
concentracion de 2mM de MgCl,, 200nM para la concentracion de cada primer y la
dilucion 1:10 de ADNCc correspondiente a 2 ng.

Dielta Bnws Cycle
=B o ey e ey ey e e R -

1.0e+000 EEEEC
Fi | | | et
controles positivos ] ﬂ,,/-"’"
| | P
| 4 L1
> | L+
e ="
: -ﬁ/ L1
E f | I I R B, o g
Z g =R
= controles negativos
1.08-001 ————————————————ﬁ?‘_’fiﬁ%ﬁ—————- - LS S SIS S S S
AT

e

X /.

1"

1.0e-002

123456678 9101112131415161718192021222324 25 2627 28293031 323334353637 38394041 42434445

Cycle Number
Figura 8. INF-y. Resultados de la amplificacion en PCR tiempo real.

Se generd ADNCc a partir de la retrotranscripcién de ARNm del bazo de ratones CBA/Ca infectados
con P. chabaudi, como se describe en materiales y métodos. Para la retrotranscripcion se
utilizaron 1.5ug de RNA, el ADNc asi obtenido se diluyd 1:10 lo que correspondié a 2ng. La
concentracién de magnesio fue de 2mM, y 200nM para cada primer. Para las condiciones de
ciclaje ver el texto.
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Factor transformante de tumores beta (TGF-B)
Para TGF-B las mejores condiciones obtenidas fueron las correspondientes a una

concentracion de 2.5mM de MgCl,, 200nM para la concentracién de cada primer y
la dilucion 1:10 de ADNCc.

Delta Rn ve Cycle

1.0e+001
1.0e+000
controles positivos

c ] | T
e =y
@ ]
T
o o - H

108001 | L = 2L S L

=} ,‘9’ /ﬂ
e B i - T
P i sl T contreles negatives
=¥ i k]
L~ __7{“?/"’%&“‘“"&:”;//‘
1.0e-002

1234567 8 910111213141616171819202122232425262728293031 32333435363738394041 42434445

Cycle Numbar
Figura 9. TGF-B. Resultados de la amplificacion en PCR tiempo real.

Se generd ADNCc a partir de la retrotranscripcién de ARNm del bazo de ratones CBA/Ca infectados
con P. chabaudi, como se describe en materiales y métodos. Para la retrotranscripcion se
utilizaron 1.5ug de ARN, el ADNc asi obtenido se diluyd 1:10 lo que correspondié a 2ng. La
concentracién de magnesio fue de 2.5mM, y 200nM para cada primer. Para las condiciones de
ciclaje ver el texto.
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Factor de necrosis tumoral (TNF-a)

Para TNF-a las mejores condiciones fueron las correspondientes a una
concentracion de 3mM de MgCl,, 200nM para la concentracion de cada primer y la
dilucién 1:10 de ADNc.
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Figura 10. TNF-a. Resultados de la amplificacién en PCR tiempo real.
Se generd ADNCc a partir de la retrotranscripcion de ARNm del bazo de ratones CBA/Ca infectados
con P. chabaudi, como se describe en materiales y métodos. Para la retrotranscripcion se utilizaron
1.5ug de ARN, el ADNc asi obtenido se diluy6 1:10 lo que correspondié a 2ng. La concentracion de
magnesio fue de 3mM, y 200nM para cada primer. Para las condiciones de ciclaje ver el texto.
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Interleucina diez (IL-10)

Para IL-10 las mejores condiciones fueron las correspondientes a una
concentracion de 3mM de MgCl,, 200nM para la concentracion de cada primer y

ADNCc sin diluir.
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Figura 11. IL-10. Resultados de la amplificacién en PCR tiempo real.
Se generd ADNc a partir de la retrotranscripcion de ARNm del bazo de ratones CBA/Ca infectados
con P. chabaudi, como se describe en materiales y métodos. Para la retrotranscripcion se
utilizaron 1.5ug de ARN, el ADNc asi obtenido correspondié a 20ng. La concentracion de magnesio
fue de 3mM, y 200nM para cada primer. Para las condiciones de ciclaje ver el texto.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

La técnica de PCR en tiempo real es un método muy sensible por tal motivo para
la estandarizacion se llevaron a cabo diferentes ensayos. Las condiciones de
reaccion y las concentraciones de los reactivos juegan un papel muy importante
para llevar a cabo una amplificacion adecuada, evitando la presencia indeseada
de dimeros o contaminantes.

En primera instancia para iniciar la calibracion se utilizaron los reactivos
elaborados en el laboratorio y los reactivos comerciales Invitrogen
simultdneamente, considerando como condiciones base las que recomendaba
Invitrogen; el equipo que se utilizd fue el termociclador Mastercycler Gradient
Eppendorf.

Debido que las temperaturas de desnaturalizacion y extension son estandares
para todas las reacciones, la temperatura que tiene el efecto critico en la
especificidad es la de alineacién, por tal motivo y tomando en cuenta los
resultados obtenidos, se realizaron pruebas para cada una de las citocinas
modificando la temperatura de alineacion hasta encontrar la que nos
proporcionara una mejor amplificacion. Como se muestra en la figura 6, bajas
temperaturas de alineacion ocasionan una amplificacion pobre, ademas existe una
mayor probabilidad de que los oligonucledtidos se apareen a regiones no
especificas del ADN blanco y se amplifiquen, por el contrario a lo esperado, altas
temperaturas también pueden causar amplificaciones inespecificas, esto se
observo como bandas adicionales a la esperada.

Una vez que se establecio la temperatura de alineacién se procedid de la misma
forma con la concentracion de magnesio, en la figura 5 se observa que dicha
concentracion es determinante en la especificidad de la reaccién debido a que
concentraciones muy altas conducen a una baja especificidad lo que se observa
como bandas adicionales a la esperada, mientras que las concentraciones
minimas necesarias disminuyen el indice de incorporaciones erroneas de
nucléotidos, aunque al mismo tiempo disminuye la eficiencia en la amplificacion.

El nimero de ciclos influye en la amplificacion, teéricamente y en condiciones
optimas el nivel de amplificacion del ADN en la PCR aumenta en forma
exponencial con cada ciclo, sin embargo, en la practica no siempre sucede asi,
después de determinado numero de ciclos la amplificacion se detiene
gradualmente, entra primero a una fase lineal y luego a una estacionaria (meseta)
debida al agotamiento de la actividad enzimética y a la insuficiencia para llevar a
cabo la extension del niumero masivo de complejos de ADN presentes en los
ciclos que anteceden a este fenomeno. En la figura 4 se observa que en los ciclos
30, 32 y 34 la amplificacién es pobre, en los ciclo 36 y 38 se observa una mejor
amplificacion aunque en el ciclo 38 empiezan a generarse amplificaciones
inespecificas lo que se observa como pequefios barrido por encima y por debajo
de la banda deseada.
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La concentracion de ADN blanco utilizada es importante, a pesar de que la PCR
es tan sensible y la amplificacion puede hacerse a partir de una sola molécula de
ADN, es necesario determinar una concentracion adecuada para obtener
amplificaciones eficientes. En la figura 7 se observan los efectos de diferentes
concentraciones de ADN, un exceso de ADNc puede llevar a amplificaciones
inespecificas esto se observa en los carriles 3, 4 y 5 como un pequefio barrido por
debajo y por arriba de la banda deseada, en contraste bajas concentraciones de
ADN ocasionan una amplificacion insuficiente como se observa en los carriles del
9 al 14, las mejores concentraciones nos generaron bandas como en los carriles 6,
7y 8.

Un problema que siempre estuvo latente fue el de la contaminacion debido a la
alta sensibilidad de la PCR y por la presencia de ADN diferente al que se quiere
analizar y sobre todo los productos de amplificaciones anteriores. Para eliminar las
contaminaciones se emplearon diferentes estrategias que fueron desde preparar
nuevamente los reactivos, limpiar con reactivos especiales (ADN-off) todas las
zonas de trabajo, esterilizacién de las micropipetas, utilizar puntas con filtro e
irradiacion ultravioleta. Con lo anterior logramos eliminar los restos de ADN y
productos de PCR de otros ensayos. Se irradiaron todos los materiales que se
utilizaron. En el caso de los reactivos, el magnesio y los oligonucleétidos sin
etiqueta fluorescente, no sufren alteraciones al ser expuestos a la radiacion UV
por lo que también se irradiaron.®. Ademas se tomaron las medidas necesarias en
cuanto al uso de material limpio y en su caso estéril, libre de nucleasas, area de
trabajo limpia, uso de campana de flujo laminar y guantes. Todos los reactivos se
manejaron de tal forma que se pudieran evitar contaminaciones ya que de llegar a
contaminarse tendrian que ser desechados en su totalidad (para el caso de los
gue no pueden ser tratados con luz UV). A pesar de las medidas tomadas,
eventualmente se observaron contaminaciones, como se muestra en la figura 8
donde se aprecian amplificaciones inespecificas, diferentes bandas por arriba y
por debajo de la deseada; finalmente se opto por trabajar con puntas con filtro,
nuevas, estériles y libres de nucleasas. Después de varias pruebas finalmente se
pudo eliminar la contaminacion, sin embargo, las medidas preventivas se siguieron
utilizando para evitar posteriores problemas.

Una vez obtenidas las concentraciones de magnesio, ADNc, temperatura de
alineacion y numero de ciclos adecuados para cada una de las citocinas, el
siguiente paso fue llevarlo al equipo de PCR en tiempo real. En dicho equipo se
puede trabajar con 96 muestras simultaneamente, sin embargo, el niumero de
ciclos y la temperatura de alineamiento deben ser las mismas, por lo que se
realizaron nuevamente pruebas con diferentes temperaturas y nimero de ciclos.

En este punto se decidio trabajar con los reactivos de la marca Invitrogen debido
a gue se observo una mejor amplificacion, menos bandas inespecificas en el gel
de acrilamida y graficas con menos variaciones en el software del equipo. Esto
podria deberse a que el reactivo contiene ADN-uracil glicosilasa (UDG por su
nombre en Inglés uracil-ADN glycosylase) el cual se utliza para evitar la
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amplificacién de productos contaminantes; * también contiene un colorante de

referencia denominado ROX?', el cual sirve para normalizar las sefial de
fluorescencia que capta el equipo. Debido principalmente a estos dos
componentes del reactivo, resulto mas conveniente usarlo, en comparacion con
los reactivos preparados en laboratorio.

En la figura 9 que corresponde a la amplificaciébn para B-actina, se observa la
diferencia existente entre los controles positivos y los negativos, en los primeros
inicia la amplificacion en el ciclo 19, en los segundos se observa hasta el ciclo 26,
esta diferencia nos ayuda a diferenciar adecuadamente entre ambos, también nos
puede ayudar a interpretar la presencia de contaminantes.

En la figura 10, que corresponde a la amplificacion para IFN-y, se observa en el
ciclo 23 que los controles positivos se separan de los negativos, de este modo se
puede determinar la diferencia entre ambos. También se observa que la forma en
como se amplifica cada una de las 3 muestras de los controles positivo es
uniforme, esto es otra forma de identificarlos y de diferenciarlos de los controles
negativos o de posibles contaminaciones que puedan estar presentes.

En la figura 11 que muestra la amplificaciéon para TGF-3, se observa que en el
ciclo 28 se separan los controles positivos de los negativos, las graficas uniformes
de los primeros se distinguen perfectamente de los segundos. Esto permite
identificar una amplificacién positiva de una que no lo es.

En la figura 12 se representa la amplificacion para TNF-a, desde el ciclo 24 se
observa la separacion de los controles positivos y los negativos de este modo es
posible identificar y poder deducir si se esta amplificando el gen deseado o se
trata de alguna contaminacion.

En la figura 13 que muestra la amplificacion para IL-10, se observa que en el ciclo
25 comienzan a separarse los controles positivos de los negativos, quedando de
manifiesto la linea que corresponde a cada uno y al mismo tiempo nos
proporciona la certeza de poder distinguirlos e identificar falsos positivos o
contaminaciones.

Es importante realizar las pruebas por triplicado para tener la certeza de que los
resultados que se estan obteniendo son confiables y se trata de verdaderos falsos
y verdaderos positivos, teniendo en consideracion que es muy facil y frecuente
tener contaminaciones por productos de PCR trabajados anteriormente o por
residuos de muestras de ADN que se hayan trabajado en el mismo lugar.

Una vez que se obtuvieron estos parametros, se realizaron varios ensayos para
verificar la reproducibilidad de la amplificacion, con ello pudimos observar que
contamos con una estandarizacion que permite reproducir los resultados en casa
ensayo, lo cual es muy importante para trabajos futuros con una técnica sensible y
rapida en un solo equipo para detectar genes de interés.
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Es importante sefalar que para realizar un andlisis cuantitativo se debe utilizar el
software del equipo, para lo cual se puede elaborar una curva estandar utilizando
diferentes diluciones de ADNc para el gen constitutivo, o bien mediante formulas
aritméticas ya deducidas, de este modo se puede cuantificar la cantidad que se
expresa de cada citocina. En todo caso estos andlisis no se encuentran dentro de
los objetivos de este trabajo.
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10. CONCLUSIONES

El andlisis de las citocinas juega un papel importante para entender el desarrollo
de la respuesta inmune en malaria, entre otras enfermedades, por tal motivo
resulta de gran valor contar con técnicas que ayuden a mejorar su estudio, como
es el caso de la técnica de PCR en tiempo real.

En la actualidad se ha incrementado el uso del método de PCR en tiempo real
para cuantificar la expresion del ARNm que codifica para diversas citocinas, las
cuales a menudo se encuentran en cantidad muy pequefia. Este método es
extremadamente util debido a su gran sensibilidad y rapidez. En este trabajo se
logro estandarizar esta técnica para las diferentes citocinas con lo cual se podran
obtener grandes beneficios gracias a su rendimiento y a la obtencion de resultados
confiables.

Esta técnica es hoy en dia una herramienta muy valiosa para la investigacion
cientifica, el conocimiento que se generara a partir de su uso permitira entender y
explicar mejor el funcionamiento de la célula tanto en condiciones fisiologicas
como patolégicas, y por ende controlar las causas que la trastornan. En nuestro
caso su estandarizacion permitira tener una técnica sensible y rapida para detectar
los genes de interés en trabajos futuros.
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11. ANEXOS

11.1. ABREVIATURAS

APC Células presentadoras de antigeno
DEPC Dietilpirocarbonato

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN complementario

dNTP’s Desoxirribonucleotidos trifosfato
dTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiamino tetraacético
IFN-y Interferbn gamma

lg Inmunoglobulina

IL Interleucina

kDa Kilodaltones

Mg*? lon magnesio

MgCl, Cloruro de magnesio

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
M-MLVRT Retrotranscriptasa del virus de leucemia murina Molones
mM Milimolar

ng Nanogramo

NK Asesina natural (Natural killer)

nm Nanometros

nM Nanomolar

NO Oxido nitrico

Oligo Oligonucleotido

pb Pares de bases

PBS Solucién amortiguadora de fosfatos
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
ARN Acido ribonuleico

ARNmM ARN mensajero

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR Retrotranscripcion PCR

Taq Thermmophillus aquaticus

Th Célula T cooperadora (auxiliar)

TBE Tris — acido boérico — EDTA

TEMED N,N,N’,N’, Tetrametiletilendiamina
TGF Factor de crecimiento transformante
m Temperatura media de fusion

TNF Factor de necrosis tumoral

Mg Micro gramo

UM Micro molar

pL Micro litro
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11.2. SOLUCIONES

a) Acrilamida-Bisacrilamida al 30%

La acrilamida es neurotdxica por lo cual se debe usar guantes y cubre bocas para

su manipulacion.

Acrilamida 29,09
Bisacrilamida 10g9
Agua bidestilada cbp 100 mL

b) Agua DEPC 0.1%

Se debe dejar actuar el DEPC durante 4-12 horas y remover el DEPC por

esterilizacion. Distribuir en frascos de 250mL

Dietilpirocarbonato 109
Agua bidestilada cbp | 1000 mL
c) Amortiguador de carga 5X
Se guarda a temperatura ambiente.
Reactivo conc. final
TRIS pH 8 50 mM
EDTA pH 8 75 mM
SDS 0,5% P/V
Sacarosa 30% P/V
Ficol 10,0% P/V
Azul de bromofenol 0,12% P/V
Xilencianol 0,12% P/V

44



d) PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos)

Realizar en alicuotas de 250mL y esterilizar.

NaCl 8,09
KCI 0,29
NAHPO, 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
Agua millipore cpb 1000 mL

e) APS (Persulfato de amonio) al 10%

Realizar alicuotas de 500uL y guardar en el congelador a -20°C.

Persulfato de amonio 10,0 g
Agua bidestilada cbp 100 mL

f) TBE (Amortiguador Tris-Acido borico-EDTA) 10X

Calentar la solucién para disolver los reactivos mas rapido.

Tris 1M 121,109
Acido bérico 1M 61,83 g
EDTA 50mM 14,61 g
Agua bidestilada cbp | 1000 mL

g) Gel de acrilamida al 10%

Agua bidestilada 2,24 mL
TBE 10X 1,00 mL
Acril/bisacrilamida 30% 1,68 mL
APS 10% 10 yL
TEMED 6 uL
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