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1. INTRODUCCION

1.1 INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO

El infarto agudo al miocardio es principalmente una lesidbn miocardica irreversible
gue resulta de una necrosis en el corazon a nivel miocardico. Este infarto puede
no tener repercusion sanguinea esto quiere decir que la obstruccién sanguinea es
permanente o con repercusion, en el cual la obstruccion o falta de flujo sanguineo
es lo suficientemente largo en duracién, pero se elimina o se restauran después

de que ocurra la muerte celular miocardica. [33]
1.1.1 ETIOLOGIA

La principal causa es la falta de suministro sanguineo que se produce cuando una
arteria pericardica es bloqueada por un arteroma o trombo, u alguna otra
obstruccion. Las autopsias de pacientes hospitalizados que mueren por infarto
agudo al miocardio regional revelan un trombo agudo que recubre la placa
ateroesclerotica en mas del 95 % de los casos. Las causas poco comunes de
infarto miocérdico incluyen sin causa aparente, embolia coronaria, disecciones
arteriales coronarias espontaneas, anomalias congénitas de origenes coronarios y

trombosis en arterias coronarias normales no ateroescleréticas. [33]
1.1.2 FISIOPATOLOGIA

La oclusion subita arterial coronaria cambia el metabolismo aerdbico o anaerébico
mitocondrial de la glucolisis en segundos. La formacion de ATP aerdbico reducido
estimula la glucélisis y hay un aumento de la absorcion de glucosa miocardica y la
degradacion del glucdogeno. La disminucion de ATP inhibe a la bomba sodio
potasio ATPasa y esto provoca un aumento intracelular de sodio y cloro. De igual
manera existen alteraciones sarcoplasmicas con un aumento del transporte de
calcio y esto induce la activacion de proteasas y alteraciones en las proteinas
contractiles. La produccion de piruvato por la glucolisis, se oxida en la mitocondria,

lo que lleva a la produccion de lactato, una caida en el pH intracelular, una
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reduccion de la funcién contractil y una mayor demanda de ATP para mantener el
calcio en homeostasis. Los miocitos se ven afectados de manera edematosa y
presentan inflamacion por la sobrecarga osmoética. El tamafio aumenta por una

disminucién de glucdgeno. [26]

Los miocitos lesionados irreversiblemente contienen nucleos contraidos con
cromatina marginal marcada. La lesion isquémica irreversible se caracteriza por
varios procesos que incluyen el sarcolema, su eventual interrupcion y la muerte
celular. El aumento de calcio citosolico y la activacién de la fosfolipasa promueve
la liberacion de fosfolipidos en acidos grasos deteriorando la célula y

promoviendo la acumulacién de radicales libres en la mitocondria. [26]
1.1.3 FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo para un infarto miocardico se dividen en tres categorias:
factores no modificables de riesgo (edad, sexo, y antecedentes familiares), los
factores modificables de riesgo (tabaquismo, consumo de alcohol, la inactividad
fisica, la mala alimentacién, hipertension, diabetes, dislipidemias y sindrome
metabdlico), y factores de riesgo emergentes (proteina C reactiva, fibrindbgeno,

calcificacion de las arterias coronarias, homocisteina, lipoproteinas). [5]
1.1.4 EPIDEMIOLOGIA

En contraste con la carga de enfermedades del corazon, no hay un enfoque de
vigilancia representativa a nivel nacional para la enfermedad cardiaca. Los centros
para el Control y Prevencion de Enfermedades conducen encuestas nacionales de
altas hospitalarias, atencibn médica, ambulatoria, factores de riesgo vy
caracteristicas de la poblacion, y la Agencia para la Investigacion y Calidad recoge
sobre los gastos médicos y muestras de pacientes hospitalizados.

La medicién de la incidencia de infarto al miocardio en diversas poblaciones y la
configuracion requiere que se cumplan varias condiciones. Estas incluyen la

disponibilidad de una poblacién definida, que es indispensable para generar tasas
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de incidencia, y la dependencia de una definicion valida que en realidad mide el

evento deseado.

Existe un estimado de cinco millones de visitas al servicio de urgencias cada afo
en Estados Unidos para el dolor toracico; en México la tasa de mortalidad por
infarto agudo al miocardio es de 27.2 % con mayor incidencia en hombres con un
promedio de edad de 60 afios, demostrando que este padecimiento ha aumentado
el 50 % en los ultimos 14 afios.

Hoy en dia con una intervencidn coronaria percutanea y la colocaciéon de
marcapasos, tratamientos antitrombosis, y el uso rutinario de un tratamiento
médico complementario, la mortalidad hospitalaria ha alcanzado un valor minimo
de 6 -7 %. [5]

1.2 RESPUESTA INMUNOLOGICA EN INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO

La inflamacion juega un papel muy importante en el infarto agudo al miocardio y
por lo tanto involucra al sistema inmunolégico, de tal manera que como en la
mayoria de los tejidos, se encuentran células inmunes primarias que residen en el
musculo cardiaco, tales como los macréfagos, que se observan tipicamente cerca
de las células endoteliales o dentro del espacio intersticial, mientras que se
pueden observar muy pocos monocitos. De igual manera existen poblaciones
dispersas de células dendriticas en valvulas cardiacas y los mastocitos en tejido

cardiaco en reposo, linfocitos B y linfocitos T reguladores. [16]

Esta fase inmunologica de infarto agudo al miocardio se puede describir en 3
supuestas fases: inflamatoria, fase proliferativa y la fase de maduracion. Durante
la fase inflamatoria, se producen sefiales de peligro (alarminas), para activar la via
de la inmunidad innata que induce la sintesis de quimiocinas y citocinas junto con
la expresion de moléculas de adhesion a células endoteliales vasculares.

Ocasionando la liberacion HGMBL1, proteinas de choque térmico, adenosina, RNA
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extracelular, fragmentos de matriz y la interleucina 1a, estimulando asi la cascada

inflamatoria postinfarto.

REPARACION OPTIMA
; Fase 7~ M Fasede 3| Maduracién

< M Inflamatoria Reparacion +
F itosi Deposicion de matriz Cicatrizy
agocitosis C coladgeno
Protedlisis Y anglogenesis

Respuesta Hiperactiva

Citocinas pro-inflamatorias TT Fibrosis
Dilatacion i o 7_{-) Disfuncion
s Arritmia |} < AT
Sistdlica = | Diastdlica
Disfuncidon . o

Figura 1. Fases de cicatrizacién o inflamacién del infarto agudo al miocardio.
(Modificada de Journal of Molecular and Cellular Cardiology, 2016).

Las alarminas liberadas por las células necréticas activan los receptores de tipo
Toll 1, 2 y 4 para inducir la sintesis de quimiocinas y citocinas. Las citocinas
proinflamtorias como el TNF-a, IL1-f y la IL6 promueven el reclutamiento de
linfocitos en la zona infartada. [14]

En la fase proliferativa juegan un papel importante los macréfagos
alternativamente activados (M2), miofibroblastos y células endoteliales dominan
esta fase reparadora. Los macréfagos alternativamente activados secretan IL10 y
los factores de crecimiento y TGF, aumentando la produccién de fibronectina y
colageno para poder reemplazar el tejido ventricular perdido, convirtiéndole asi en
una cicatriz. [18]
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Figura 2. Lesion cardiaca y deteccion de tejido. (Modificada de Translational
Research, 2016).

Aparte de este acontecimiento la supresion de la sefalizacion y de la resolucién
del efecto inflamatorio dependen del infiltrado de los diferentes subconjuntos de
linfocitos T, esto esta dado por la liberacién de IL 2 que tiene una importante
regulacion sobre los Linfocitos T reguladores, asi como subpoblaciones de
monocitos antiinflamatorios. De igual manera sistema renina-angiotensina-
aldosterona, TGF-beta, factor de crecimiento derivado de plaquetas, y proteasas
como triptasa y quimasa juega un papel importante en la activacion de los
fibroblastos en el infarto al momento de la resolucion o reparacioén. [14]

Durante la fase de maduracion, la actividad proliferativa de los fibroblastos se
suprime y se inhibe la deposicién de las nuevas proteinas de la matriz. Poco se
sabe acerca de las rutas y sefiales inhibitorias que terminan la respuesta fibrética
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en el infarto. Durante la fase inflamatoria y proliferativa de la cicatrizacion del

infarto,

la expresion de la IP-10 incrementa en la zona infartada e inhibe la

migracion de fibroblastos, previene una respuesta fibrética hiperactiva. A medida

que la cicatriz madura, la matriz de colageno se extiende y los miofibroblastos

mueren por apoptosis. Sin embargo, en grandes infartos, la activacion de células

intersticiales persiste en la zona fronteriza del infarto y en la remodelacion de los

segmentos del miocardio no infartados, reflejando probablemente alteraciones

regionales de la mecénica cardiaca debido a la pérdida de miocardio contractil.

24 horas post dafio isquémico DAMPs
o0 o0
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Figura 3. Respuesta inmune en infarto al miocardio segun sus fases y tiempo

transcurrido. (Modificado de Nature Reviews Immunology, 2015).
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1.2.1 LA INTERLEUCINA 2 (IL-2) Y SU PAPEL EN EL INFARTO AGUDO AL
MIOCARDIO

Las interleucinas pertenecen a una categoria de proteinas biolégicamente activas,
denominadas citocinas. Estas fueron clasificadas de acuerdo al orden del
descubrimiento y esto ha traido la clasificacién en subgrupos o familias basada en
la estructura y/o subunidades de receptores compartidos o localizaciones

cromosoémicas. [13]

Tal es el caso de la IL-2 que actia como un factor de crecimiento y potente
estimulador de la proliferacion de linfocitos T. Esta se produce por los Linfocitos T
estimulados ya sea con antigeno o lecitinas mitogénicas tales como
fitohemaglutinina en asociacion con IL-2. Esta compuesta por 133 aminoacidos
cuya secuencia primaria muestra poca homologia con los de otras interleucinas,
ya que tiene puentes disulfuro y forma un mondémero hidréfobo glicoprotéico de
aproximadamente 15.5 KDa. La union de IL 2 a sus receptores de alta afinidad
activa la sefalizacion intracelular via Janus tirosina cinas (JAK) y la Sefial
activadora de la transcripcién y transducciéon (STAT). Puede inducir la produccién
de interferén (IFN), IL 4 y TNF. También estimula a las células NK y LAK, de igual
manera promueve la actividad citolitica de monocitos y la proliferacion de linfocitos

B activados asi como la secrecion de inmunoglobulinas. [13]

Dado estas caracteristicas y funciones se han investigado el papel de IL-2 en un
modelo evaluado en rata con infarto de miocardio. Estos estudios muestran que la
produccion de IL-2 ejerce efectos positivos sobre la funcion del corazon. Esto es
porque los efectos benéficos son mediados por linfocitos T reguladores. [11]

De igual manera se demostro que las células NK activadas con IL-2 promueven la
angiogénesis cardiaca. Las células NK activadas con IL-2 se unen integrinas y
VCAM-1 en endotelio y perturban asociaciones de N-cadherina via KLRG1. Este

proceso transloca las catetinas — b desde el citoplasma al ndcleo y elimina la
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inhibicion por contacto de células de la proliferacién. IL-2 es una citocina de tipo 1,
producida de 4- 6 dias después de un infarto al miocardio. Esta bien establecido
que la IL-2 se une a sus receptores expresados por los linfocitos y las células NK

para inducir su activacion y la migracion al sitio de la lesion. [6]

1.3 OTROS BIOMARCADORES EN EL INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO

En Mexico los Sindromes isquémicos Coronarios Agudos, son una de las
principales causas de muerte segun los estudios del RENASICA. Dentro de los
cuales se encuentra asociado el infarto agudo al miocardio, el cual tiene una tasa

de mortalidad, dentro de los 30 dias siguientes a la deteccién y tratamiento. [31]

Debido a estos reportes y a que se requiere un diagnostico inmediato, se ha
encontrado el uso de biomarcadores biolégicos que se encuentran durante todo el
proceso fisiopatologico del IAM, los cuales son de gran de utilidad para dar un

seguimiento a nivel neurohormonal, hemodindmico, cardiorenal e inflamatorio. [30]

Los institutos nacionales de la salud y administracion de alimentos y farmacos de
Estados Unidos en 2001 definieron como biomarcador, una caracteristica que se
puede medir de manera objetiva y ser evaluada como un indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patogénicos, o respuestas farmacoldgicas a una
terapia de intervencion. Estas caracteristicas pueden ser medibles en fluidos
corporales como sangre, orina 0 en algunas ocasiones en biopsias de tejidos con

referencia a un fenotipo clinico. [17]

En cuanto a la evaluacién del corazon, ya sea en una situacién de riesgo donde se
encuentre el d6rgano estructuralmente normal, donde presente lesiones, una
disfuncion ventricular o una progresion de falla cardiaca sintomatica, se sabe que
dentro de estos procesos de remodelacion junto con el control de la activacion
neurohormonal puede estar involucrado algun biomarcador para tener un control
bioldgico. De hecho, a lo largo de la ruta del desarrollo de una falla cardiaca hay

un numero creciente de lesiones, proteinas de remodelacién y de activacion
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neurohormonal cuyas mediciones podrian emitir informacion importante sobre la
falla cardiaca. Algunas de ellas son el péptido natriurético tipo B (BNP) y el N-
terminal pro BNP (NT-pro BNP). [10]

Estos péptidos son un estandar de oro en la falla cardiaca ya que son secretados
principalmentepor auriculas cardiacas y ventriculos cardiacos. El estiramiento de
las fibras miocérdicas, tales como los que se dan en situaciones de sobrecarga de
volumen y la isquemia miocardica son los mas importantes estimulos para su
secrecion. Estos estan involucrados en procesos de homeostasis cardiovascular,
su efecto diurético, natriurético y propiedades vasodilatadoras representan efectos
relevantes en los rifiones, en el SNC y sistema vascular, asi como la participacion

en la regulacion de la presion arterial. [3]

Un biomarcador con efectos pluripotentes in vivo es el ST2, el cual se cree que
tiene la funcidon inmunomoduladora como marcador de superficie celular de
linfocitos T cooperadores y también de linfocitos Th2, esto fue descrito inicialmente
en el contexto de la proliferacion celular, estados inflamatorios y procesos
autoinmunes. Pero es importante destacar que este sistema de ST2 también es
inducido en la tensibn mecanica de los fibroblastos cardiacos o cardiomiocitos y
parece estar intimamente relacionado con la remodelacion cardiaca y la fibrosis en
la insuficiencia cardiaca. Este biomarcador al parecer tiene ventajas ya que su
concentracion no se ve afectada por la edad, funcién renal o indice de masa

corporal. [10]

En las lesiones a miocitos las 2 troponinas cardiacas especificas son la cTnl y
cTnT, que son un constituyente integral de las proteinas miofibrilares y se liberan
lentamente durante varios dias después de la muerte celular, la segunda y mas
pequeia fuente de estas troponinas reside en reservas cercanas al citoplasma y
de este se libera relativamente rapido, dentro de 1 a 2 horas después de la lesién
de los miocitos. [7]
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Estas troponinas cardiacas se han utilizado para el diagnostico y evaluacion del
IAM. Dichas proteinas sirven para tener un pronostico en este tipo de etiologia,
teniendo como biomarcador de IAM a la troponina de alta sensibilidad (hsTN),

donde la necrosis miocardica es detectada en una gran mayoria de pacientes. [7]

Y por ultimo ANG Il también es una molécula proinflamatoria e induce la
produccién de ROS, citocinas proinflamatorias y moléculas de adhesion. Ademas
aumenta la expresion vascular de TNF-a, IL-6 e IL-1B. Estos efectos estan
mediados por ANG Il y la oposicion de los receptores AT2, estos asociados a
funciones pro apoptéticas y neuroprotectoras. En paciente con hipertension e
insuficiencia renal cronica, se ha observado un aumento significativo del ANG Il es
por ello que se le ha considerado como un posible biomarcador en estas

patologias cardiovasculares. [17]

1.4 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

Uno de los sistemas de gran importancia y que no se puede dejar a un lado en la
aparte de funcionamiento cardiaco y de biomarcadores, del cual las primeras
investigaciones sobre el sistema renina-angiotensina abrieron el camino para
mejorar la comprension de su fisiologia y su fisiopatologia con respecto a otros

sistemas como el cardiaco.

En este sistema la angiotensina Il (Ang Il), juega un papel clave en la regulacién
en la homeostasis cardiovascular, actuando sobre la regulacién del volumen
sanguineo y la resistencia vascular periférica. En los ultimos afios, sin embargo,
varios estudios han demostrado que el RAS presenta una complejidad mucho
mayor de lo que se pensaba. La angiotensina Ill (Ang Ill), que se forma a partir de
Ang Il por la accion de la aminopeptidasa A, induce la liberacién de aldosterona.
Por otra parte hay otra molécula como la angiotensina IV (Ang 1V), formado a partir
de Ang lll por otra aminopeptidasa N, con un papel interesante a nivel sistema

nervioso central. [4]
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Figura 4. Vista ampliada del Sistema Renina-Angiotensina. (Modificado de Journal

of internal medicine, 2008).

Otras carboxipeptidasas homologas a la enzima de conversion de angiotensina
fueron descubiertas y nombradas ACE 2, esta se encarga de escindir a la Ang |y
Ang Il para generar Ang 1-9 y Ang 1-7, respectivamente. Los efectos de estos
péptidos de angiotensina se ejercen a través de la activacion de los receptores de
la angiotensina como AT1, AT2 y AT4. [4]

La Ang Il ejerce sus acciones a traves de receptores AT1 y AT2 que por principio
basico estos receptores median reacciones o funciones opuestas. Los receptores
ATl median acciones gue pueden traer consecuencias
potencialmenteperjudiciales y los receptores AT2 tienen acciones protectoras con
relevancia clinica. Esta angiotensina Il es un importante regulador del equilibrio
homeostético y de la hemodinamica, pero también del crecimiento celular y
remodelacion cardiovascular. Asi, los receptores AT1 median la vasoconstriccion,
la liberacion de vasopresina, aldosterona, fibrosis, crecimiento celular y migracion;
y mas recientemente se ha demostrado que Ang Il causa la generacion de

radicales libres de oxigeno a través de estos receptores AT1 estan implicados en
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procesos inflamatorios, incluyendo ateroesclerosis y el envejecimiento vascular; el
receptor AT2 media la vasodilatacion, la liberacion de oxido nitrico y por lo general
la inhibicion del crecimiento celular. [9]

Nucleo
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Figura 5. Sintesis candnica y alternativa de Ang Il. (Modificado de Trends in
endocrinology and metabolism, 2007).

Existen otras moléculas de gran relevancia clinica a nivel de este sistema como
las quimasas que se almacenan en un complejo macromolecular con
proteoglicanos y heparina en los granulos secretores de los mastocitos. Estas
moléculas tienen una funcién enzimatica y para que lleguen a presentar esta
activacion deben de ser liberados por los granulos, por ejemplo por un dafio
vascular. Por lo tanto estas quimasas puede producir Ang Il solo en las paredes

arteriales dafiadas o escleroticas.[9]

Por lo tanto el RAS tiene un potencial en las implicaciones terapéuticas. En este
sistema, los efectos beneficiosos observados son los de farmacos de tipo ARB&
IECA en condiciones patolégicas al respecto de este sistema en condiciones de

enfermedades cardiovasculares. [2]
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Figura 6. Inhibidores actuales del sistema renina-angiotensina. (Modificado de

Journal of internal medicine, 2008).

De igual manera se ha demostrado que el uso combinado de estos farmacos
proporciona beneficios adicionales en comparacién con el uso individual de
cualquiera de estos. Pero la reciente introduccion del primer farmaco inhibidor de
la renina ha sido eficaz por via oral, para el bloqueo casi completo de RAS, tal vez

mas eficaz que la terapia combinada. [2]
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Figura 7. Efectos intracelulares de Ang Il en patologia a nivel cardiovascular
como blanco de ARBs y IECAs. (Modificado de Trends in endocrinology and
metabolism, 2007).

Por ultimo estd involucrado un sistema intracelular importante a nivel
cardiovascular el cual no puede ser inhibido por los ARBs o IECAs, ya que los
receptores AT1 no podrian estar directamente involucrados en la mediacion de los
estos efectos intracelulares y por la sintesis intracelular de Ang Il por caminos

alternativos como las quimasas en condiciones patoldgicas. [12]

1.5 TECNICAS MOLECULARES: PCRy RT-PCR

Con los nuevos avances en biologia y genética se tuvieron que optimizar y crear
técnicas que facilitaran el analisis de dichos estudios y disminuyeran costos, de
esta manera es como han aparecido diferentes tecnologias cuyos protocolos estan
dirigidos al estudio del DNA y una de las mas importantes desarrollada por Kary
Mullis a la cual llamo PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa) que revoluciono
totalmente a la biologia molecular y en como se estudiaba el DNA en ese

momento. [19]

La PCR consiste en una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de

veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos repetidos en los que
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la secuencia blanco es copiada de manera precisa. Para todo esto la reaccion
hace uso de cierta enzima polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el DNA en las células. Los elementos mas importantes en la
reaccion son el templado o molde (DNA o cDNA), la enzima, los oligonucleotidos o
primers, los dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg),
una solucion amortiguadora o buffer y agua. Todos estos elementos interactian en
tres principales etapas, las cuales son, desnaturalizacion, hibridacion y extension.
Esta reaccidn se realiza en equipos especializados llamados termocicladores, los
cuales estan diseflados para establecer un sistema homogéneo en donde las
condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de
los ciclos. Para verificar los amplicones, los productos de la PCR, son analizados

en geles de agarosa para confirmar si la reaccién fue exitosa. [19]

Figura 8. Reaccidn de replicacion de DNA natural a nivel celular. [19]

Esta reaccion se inicia con la desnaturalizacion o separacion de la doble hélice de
DNA mediante el calentamiento de la muestra entre 94 y 96 °C para romper los
puentes de hidrégeno que las une, de esta manera cada cadena queda como
molde de la sintesis de una nueva cadena complementaria de DNA. Una vez
separadas las cadenas del DNA, se alinean los iniciadores a sitios especificos
complementarios de las cadenas sencillas de la region que se va amplificar, para
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gue esto suceda se baja la temperatura entre 40 y 60 °C lo que permite la unién

(alineamiento) de los iniciadores. Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en

sentido 5" a 3" para lo cual se incrementa la temperatura, por lo general a 72 °C,

porque es la temperatura Optima a la cual la DNA polimerasa se une a los

iniciadores y comienza la replicacion. [15]

|
I
| I I
- — - En cada cxclo postenos,
ADM — | ) d
I Iniciador A el nomero de copias de
— N . } ADN se incrementa en
Iniciador B — forma exponencial
- -
(I I (I
-
I
- - - -
Desnatwralizacion Alineamiento Extensson 2do Ciclo
95°C 50-60"C 72°C 95°C
S0-80°C
75°C
Primer ciclo
Figura 9. Amplificacién de DNA mediante PCR. [15]
94a°C 94°C
5 1
72°C 72°C
1 8'
55°C
1
1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
Desnaturabzacion inicial Ciclos sucesivos de PCR Extensidn final

Grafica 1. Programa que contiene las fases de una PCR. [15]
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La Taqg polimerasa es la enzima mas utilizada en la PCR, aunque presenta la
desventaja de que no tiene actividad correctora, pero es altamente termoestable.
También se han encontrado enzimas mas termoestables, termo activas y de alta
fidelidad, provenientes de bacterias del dominio Archaea, como la DNA polimerasa
Pfu. [19]

Existen métodos modificados de esta técnica como la PCR en tiempo real, cuyos
desarrolladores fueron Higuchi y colaboradores en 1992, en el cual incorporaron
bromuro de etidio al DNA durante cada ciclo de la PCR realizada bajo luz UV y por
otro lado con sondas para su deteccion y amplificacion con usos de reporteros

fluorescentes en la reaccién como se muestra en la Figura 11. [19]

- 1
mlll.lm‘mﬁmﬁm
CHO

Brfbwwriitemtsetsesierrrill

Figura 10. Pasos en un ciclo de RT- PCR. [1]

El principio de la técnica se basa en la PCR de punto final, solo que la forma en
como se detectan y analizan los productos de la amplificacién son diferentes. El
término en tiempo real se refiere a que la deteccion de los productos amplificados
sucede en cada ciclo de la reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace
referencia a que es posible cuantificar la cantidad de DNA en la muestra, a
diferencia de la de punto final en donde no es posible detectar en tiempo real ni

cuantificar la secuencia blanco. [19]
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Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible para detectar y
cuantificar los &cidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequefia de
material genético, el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y
eficiencia. Una de sus aplicaciones mas usadas es para cuantificar cambios muy
pequefios en la expresion génica mediante la deteccion de los niveles del ARNm
procedente de células o tejidos. La cantidad de ARNm que puede detectar la
reaccion puede ser a partir de concentraciones bajas a diferencia de la PCR punto
final que necesita una mayor concentracion. Los ingredientes quimicos en la PCR
en tiempo real, son los utilizados en la PCR punto final y generalmente la enzima,
dNTP’s, Mg +, el buffer y el sistema reportero de florescencia para detectar los
productos amplificados se venden juntos en una solucion conocida como «Master
mix», el agua es proporcionada por separado y también es libre de nucleasas. Los
primers deben ser disefiados especialmente para garantizar una alta especificidad
y para que generen amplicones de un tamafio que oscile entre 100-150 pb; si

éstos son mas grandes, la eficiencia de la reaccion disminuye considerablemente.

[1]

La determinacion del nivel de expresion de los genes ha permitido asociar
cambios de ciertas moléculas en una diversidad de procesos fisioldgicos
como en la inflamacién o para predecir recurrencia del cancer. Ayuda en la
genotipificacion de animales knock-out, knock in y modelos transgénicos, asi
como en la determinacion de la eficacia del knockdown. En el genoma humano,
el reconocimiento de polimorfismos de un solo nucleétido, SNPs (del inglés
single nucleotidepo-lymorphisms) intenta comprender la complejidad de la
respuesta ante las enfermedades mas comunes, el entender el papel de éstos
ayudara a disminuir los efectos adversos que se presentan en ciertos individuos y

permitira disefiar regimenes de tratamientos con dosis personalizadas. [1,32]
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2 OBJETIVOS
2.10BJETIVO GENERAL

Analizar los cambios de la expresion relativa del mMRNA de IL-2 en el ventriculo
derecho a las 48 h, 1, 2 ,3 y 4 semanas de infarto agudo al miocardio inducido en

rata Wistar macho para analizar el efecto proinflamatorio durante su evolucion.

2.20BJETIVOS PARTICULARES

e Extraer el RNA del ventriculo derecho de las muestras experimentales.

¢ Sintetizar el cDNA a partir del RNA obtenido del ventriculo derecho.

e Estandarizar condiciones de trabajo para la amplificacién del gen de la
proteina IL-2.

e Amplificar los genes de GAPDH como gen constitutivo e IL-2 de todos los
grupos experimentales, utilizando SYBR Green como sistema de deteccion.

e Medir expresion relativa de IL-2 durante los diferentes tiempos del IAM.

3 HIPOTESIS

Debido al proceso inflamatorio que se genera por la induccién del infarto al
miocardio se encontraran diferencias significativas a los diferentes tiempos de
oclusion coronaria, siendo los tiempos mas largos de 3 y 4 semanas donde se

encuentre una mayor expresion del gen de la interleucina proinflamatoria.
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4 METODOLOGIA

4.1 EXTRACCION DE RNA DEL VENTRICULO DERECHO A PARTIR DE
CORAZON DE RATTUSNOVERGICUS (RATA WISTAR)

La extraccion de RNA por columnas fue realizada de acuerdo al kit Pure Link RNA
Mini Kit de Ambion y segun lo indicado en el inserto del kit, en el cual se pesaron
20 mg de tejido en este caso de corazon infartado de Rata Wistar que fue
conservado a -4 °C, el cual se homogenizo con tijeras de corte pequefio en 400 uL
de Buffer R-1y se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.
Posteriormente se le agregaron 150 uL de Buffer R —Il y se agito en vortex por 15
a 30 segundos. Se centrifug6 a 12, 000 g por 5 min a 4° C, para descartar el pellet
de DNA y proteina. Se transfirié el sobrenadante en un tubo de microcentrifuga de
15 mL y se agregaron 250 uL de isopropanol para precipitar el RNA,
mezclandolos en vortex. Esta mezcla fue transferida a un tubo de 2 mL el cual
contiene una columna spin/vac y se centrifugo a 6000 g por 1 minuto a 4° C, para
la unién de RNA a la membrana de la columna.

Se coloco el filtrado en un tubo de 2 mL y se insertd la columna dentro del tubo de
microcentrifuga de 2 mL.

A este filtrado se le adicionaron 500 uL de Buffer W1A dentro de la columna y se
centrifugaron a 12, 000 g por 1 min, para quitar remanentes proteicos y de DNA.
Se descarto el filtrado y se colocé la columna dentro de un tubo de 2 mL, a este se
le adicionaron 700 uL de Buffer W2 y se centrifugaron a 12, 000 g por 1 min, para
eluir el RNA ya purificado. Se descarto el filtrado a un tubo de 2 mL y se repitieron
los lavados con 700 uL de Buffer W2. Finalmente se realizé la cuantificacion en un

espectrofotometro de micro placas EPOCH.
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4.2 PREAPRACION Y OBTENCION DE cDNA

La preparacion y obtencion de cDNA con el kit Promega, de acuerdo con las

cantidades y condiciones que se muestran en la tabla 1 y 2. Realizando la

preparacion de 4 muestras de acuerdo al volumen total obtenido, para su

amplificacion por PCR punto final. Al finalizar la amplificacion estas muestras se

cuantificaron mediante el espectrofotometro de microplacas EPOCH.

Tabla 1. Cantidades de reactivos utilizados para la amplificacion de cDNA por

PCR punto

REACTIVO * VOLUMEN
MgCl, 20 uL
dNTP’s 10 pL
RNAsina 2.5 L
AMV 5 UL
OligodT 5L

TriOx 10 pL
Volumen total 52.5 uL

Tabla 2.Condiciones de amplificacion para cDNA por PCR punto final

Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion

42 15 min
Amplificaciéon

45 5 min
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Enfriamiento
4 5 min

1 ciclo.

4.3 ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES PARA AMPLIFICACION
POR RT-PCR DE IL-2 PARA TRES KIT DIFERENTES

Para realizar la amplificacion y estandarizacion se utilizaron los primers mostrados

en la Tabla 3; los cuales se diluyeron en 50 pL de H,O libre de nucleasas.

Tabla 3. Caracteristicas de los primers utilizados para IL-2

Primer Forward Propiedades Fisicoquimicas

148.4 nmol

870 ug

5 GCCTGGAAAATGAACTCGG 3 27.89 OD

31.1 UL/ OD

Tm 64.5 °C

Primer Reverse Propiedades Fisicoquimicas

292.9 nmol

1789.3 ug

5 CTGGCTCATCATCGAATTGG & 54.66 OD

32.7 L/ OD

Tm 65.5 °C

Estos se cuantificaron (en ng/uL) por espectrofotdmetro de microplacas EPOCH y
se evalla su calidad con base a la relacion de absorbancias 260/280 y se llevaron

a una dilucion equivalente a 10 pmol/uL.
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En la RT-PCR se utilizaron los siguientes Kit para la reaccion, los cuales fueron el
Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 10 x, Quantas, Roche LightCycler
480 SYBR Green | Master 2x y FastStart Universal SYBR Green Master (ROX). La

reaccion para RT-PCR fue realizada de acuerdo al inserto de cada kit que se

encuentran en los anexos, solo que se modificaron ciertas condiciones como Tm,

tiempo y volimenes para realizar la estandarizacion de acuerdo a los primers

utilizados, los cuales se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 4. Kit Quantas estandarizacion para IL-2

REACTIVO VOLUMEN (20 pL de | CONCENTRACION
reaccion)

Perfecta SYBR Green | 10uL 1x

Fastmix for iQ (2x)

Fwd Primer IL-2 2 uL 148.4 nM

Rvs Primer IL-2 2 uL 292.9 nM

H.O libre de nucleasa 3puL ] e

cDNA 3 uL 2191 ng/uL

Volumen final 20pL | e

Tabla 5. Condiciones Kit Quantas para IL-2

Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion

95 5 min
Amplificacién

95 10s
Tm* 10s
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Enfriamiento

72 10 s
Curva de fusiéon

95 1s
60 1s
95 2s
45 ciclos.

*Las Tm utilizadas fueron 56°C, 59°C, 60°C, 61°C, 63°Cy 65°C

Tabla 6. Kit Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 10x estandarizacion

para IL-2

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACION
H,O grado PCR 1228uL | e

MgCl, 1.2 uL 25 mM

Fwd Primer IL-2 1puL 368.6 pmol/ pL

Rvs Primer IL-2 1puL 391. 78 pmol/ pL
LightCycler DNA Master | 2 pL 1x

SYBR Green

cDNA 2 uL 2191 ng/puL

Volumen total

20 pL
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Tabla 7. Condiciones Kit Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 10x

estandarizacion para IL-2

Temperatura (°C) | Tiempo
Desnaturalizacion

95 10 min
95 10 s
Amplificaciéon

*Tm 10 s
72 10s
Curva de fusion

95 1s

65 1ls

95 1s
Enfriamiento

40 30s

45 ciclos.

*Las Tm utilizadas fueron 60°C, 62°C, 63°C y 64°C
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Tabla 8. Kit Roche LightCycler 480 SYBR Green | Master 2x estandarizacion para

IL-2

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACION
H,O GRADO PCR  |-es | e

Fwd Primer 2 uL

Rvs Primer 2L

Master mix 2x 5 uL 2 X

cDNA 5uL 2191 ng/uL
Volumen final 1M4py | e

Tabla 9. Condiciones para Kit Roche LightCycler 480 SYBR Green | Master 2x

estandarizaciéon de IL-2

Temperatura (°C) | Tiempo
Desnaturalizacion

95 5 min
Amplificacion

95 10s
Tm* 10 s
72 10 s
Curva de fusion

95 5s
65 1 min
98 10s

Enfriamiento
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40

10 s

45 ciclos.

*Las Tm utilizadas fueron de 58°C y 56°C

Tabla 10. Kit FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) estandarizacion de

IL2

REACTIVO VOLUMEN

CONCENTRACION

FastStart Universal SYBR | 15 pL
Green Master (ROX)

1x

Fwd Primer 2 uL 419.14 pmol/ pL
Rvs Primer 2 uL 406.8 pmol/ pL
H,O grado PCR L

cDNA 2 uL 2348.9 ng/ yL
Volumen final 22y | e

Tabla 11. Condiciones para Kit FastStart Universal SYBR Green Master (ROX)

para estandarizacion de IL-2

Temperatura (°C) | Tiempo
Desnaturalizacion

95 10 min
Amplificacion

95 10 seg
72 10s
Tm* 30s

Curva de fusion
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95 ls
60 1ls
95 10s
45 ciclos.

*Las Tm utilizadas fueron 56°C, 58°C y 60°C

5 RESULTADOS

Para el cDNA amplificado se obtuvieron diferentes concentraciones e indices de
pureza (coeficiente 260/280), correspondientes a cada una de las 4 muestras
procesadas a partir del volumen total de la mezcla de reaccién para la PCR punto

final, las cuales se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 12.Cuantificaciony pureza de cDNA por espectrofotometro de microplacas

Muestras Concentracion (ng/uL) Coeficiente 260/280
A 1646.508 1.623
B 1561.481 1.604
C 1538 1.558
D 1592.089 1.569

Por otra parte y de acuerdo a las condiciones elegidas en la estandarizacion, se
eligio el kit Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 10 x con el que se obtuvo
una gréafica de amplificacion, la cual se muestra en la Grafica 2, con un grado de
amplificacion dado por la florescencia leida por el termociclador y los ciclos de la
PCR establecidos y nos muestra una primera fase o fase inicial en la cual esta por

debajo del nivel de deteccion del termociclador, posteriormente comienza una
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zona de umbral, surgiendo una interseccion con la curva de amplificacion, el cual
nos indica el inicio de deteccion de la florescencia emitida por el fluoroforo con
respecto al fragmento de material genético de estudio y por otro lado nos muestra

el Ct que se encuentra aproximadamente a los 35 ciclos de amplificacion.

Amplification Plots

Fluorescence (dR)

2 4 6 8B 10 12 14 16 18 20 22 24 24 28 3D 32 34 36 3B 4D 42 4

Cycles

Grafica 2. Curva de amplificacién de IL-2 a 62 °C con kit Roche LightCycler DNA
Master SYBR Green 10 x.

De igual manera se obtuvo una grafica de disociacion para corroborar la
especificidad de amplificacion con el kit y condiciones seleccionadas en la
estandarizacion, la cual resulta de aumentar gradualmente la temperatura de la
reaccion en la que se consigui6 la desnaturalizacion total del material genético, la
cual nos permitié analizar la Tm de los fragmentos de material genético en funcién
de su tamafio.
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Gréfica 3. Curva de Disociacién para IL-2 a 62 °C con kit Roche LightCycler DNA
Master SYBR Green 10 x.

La cuantificacion llevada a cabo fue relativa ya que no se utilizaron estandares con
concentraciones determinadas y se midié la magnitud fisiolégica de los niveles de
expresion genética a través del tiempo de oclusién coronaria del gen en cuestion
contra un control, en este caso fue el Sham-Veh, las cuales no necesitan de una
unidad de medicion especifica para su interpretacion de acuerdo a las ecuaciones

establecidas para su obtencién, como se muestra en la Grafica 4.
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Gréfica 4. Cuantificacion de la expresion relativa de IL-2 en rata Wistar macho a
diferentes tiempos de IAM.
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6 ANALISIS DE RESULTADOS

En la actualidad se le comenzé a dar mayor seguimiento a la parte que involucra
el sistema inmunologico con este padecimiento, con respecto al papel inflamatorio
y antiinflamatorio, de los cuales han tenido bastante importancia ya que se ha
demostrado que existe una cascada inflamatoria muy temprana y se esta
considerando como la piedra angular en este proceso, al igual que el proceso
antiinflamatorio, ya que estan involucrados proceso de cicatrizacion y regulacion

dentro del mismo, las cuales se pueden dividir en tres fases. [27]

De esta manera se decidié dar seguimiento por medio de RT-PCR a la expresion
de citocinas como la IL-2 ya que esta reportado que conduce a una muerte rapida
de las células cardiacas y a la induccion candlnica de otras interleucinas
proinflamtorias como IL-1, TNF-a y TNF-3, aunque también puede tener un papel
regulatorio en este proceso patolégico como la posible activacién de Linfocitos T
reguladoras (CD 4+; CD 25+). [28]

Se utilizaron 30 ratas Wistar con diferentes tiempos, los cuales fueron a las 48 hrs,
1,2,3 y 4 semanas de infarto, en el cual se utilizé una técnica oclusion de la arteria
coronaria descendente anterior izquierda, para realizar el seguimiento
fisiopatoldgico de la expresion de IL-2 en el proceso inflamatorio y en tres fases

gue lo conforman.

Para llevar a cabo la cuantificacién y darle seguimiento al papel fisiol6gico de esta
citocina por RT-PCR en las tres etapas caracteristicas a nivel inmunologico, se
utilizaron muestras de corazon infartado por oclusién coronaria en rata Wistar de
48 h, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas y 4 semanas, de acuerdo al tiempo ya

documentado en cada etapa. [6]

De acuerdo con la cronologia en la metodologia para la amplificacion y
cuantificacion de la expresion relativa de IL-2, se llevo a cabo la obtencion de
cDNA, en la cual se determind principalmente la pureza mediante el calculo del

coeficiente 260/280, donde se obtuvieron coeficientes de pureza de 1.5 a 1.6 de

40



acuerdo con estos resultados se muestra un cDNA con posibles impurezas, ya
que la relacién es considerada pura si se encuentra dentro del rango 1.7 a 2.0.
Estas impurezas pudieron originarse al momento de la extraccion de RNA del

tejido cardiaco debido a la complejidad proteica de este.

Por otra parte es importante llevar a cabo la estandarizacion de las condiciones
requeridas para una correcta amplificacion por RT-PCR, para medir la expresion
relativa de mRNA de IL2 en el IAM de acuerdo a cada estadio, en la cual se
utilizaron diferentes kits como Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 10 X,
Quantas, Roche LightCycler 480 SYBR Green | Master 2x y FastStart Universal
SYBR Green Master (ROX).

Para ello se realizaron modificaciones en las cantidades, esto de acuerdo a las
concentraciones obtenidas de cada uno de los primers y del cDNA sintetizado. De
la misma manera se modificaron las condiciones de acuerdo a cada etapa de
amplificacion las cuales necesitan temperaturas especificas ya que cada fase
comprende un paso importante para que se lleve a cabo la reaccién, de tal manera
gue en la desnaturalizacion se necesitan temperaturas altas para romper los
enlaces entre cada nucledtido, esto se llevo a cabo de acuerdo a un determinado
tiempo, dado por la secuencia de los primers utilizados; en la amplificacion se
utilizaron condiciones de acuerdo a las temperaturas de fusién establecidas por
cada primer, las cuales oscilaron entre 50 y 65 °C, realizandose un lampeo entre
este intervalo de temperaturas para establecer la temperatura de fusion (Tm)
ideal, esto para que se llevara a cabo de forma adecuada la amplificacion del
producto por la Taq polimerasa, posterior a esta hibridacion de las cadenas
comienza la amplificacion del producto por la Taq polimerasa a 72 °C, cuyo
funcionamiento de la enzima es Optimo a esta temperatura, posteriormente se
somete a otra etapa a diferentes condiciones, en la cual se establecen que tantos
productos inespecificos se formaron en la reaccion, esta consta de una curva de
fusibn y otra etapa de enfriamiento por 45 ciclos, ya que establecer las

condiciones de reaccion es una parte importante para una correcta amplificacion
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del material genético deseado de acuerdo a las moléculas bioldgicas de interés y

los primers utilizados para ello. [19]

Debido a la estandarizacién de condiciones de estos kit, se decidi¢ utilizar el kit
Roche LightCycler 480 SYBR Green | Master 10x, con una Tm de 64 °C ya que se
obtuvo una buena amplificacibon con muy poca presencia de productos
inespecificos y con una cantidad considerable de producto de amplificacion por

las condiciones a las que se decidi6 establecer la reaccion para IL-2 por RT-PCR.

Por lo tanto en la grafica de amplificacion (Grafica 2) se demuestra que la
cantidad de producto de amplificacion puede ser considerable ya que cuanto mas
producto inicial tenga la muestra se puede alcanzar con mayor anterioridad el
valor de la Ct ya que el nimero de ciclos necesarios es menor y se puede
considerar que la reaccion es 6ptima, si la muestra se diluye 10 veces el valor de
la Ct puede aumentar 3.3 ciclos, con esto se considerd este kit y las condiciones
establecidas como ideales para la amplificacion de la IL-2. [27]

Para corroborar la especificidad de la amplificacibn se obtuvo una curva de
disociacion, de esta manera se observa en la Grafica 3, que los productos
disociados son especificos en cuanto a la hibridacién, ya que todos los productos

obtenidos se disocian a la misma temperatura. [32]

En el Infarto Agudo al Miocardio se requiere de una respuesta celular rapida y
coordinada, en la cual el sistema inmunolégico es muy importante ya que provoca
un estado de alarma y reparacion como resultado de sefiales emitidas por las
diferentes células involucradas en el proceso, las cuales secretan diferentes
moléculas ya sea de caracter inflamatorio, regulador o antiinflamatorio para
comunicarse entre ellas y de esta manera se provocan tres fases, las cuales es
importante darles un seguimiento fisioloégico a través del papel que juegan las

moléculas implicadas en dicho proceso.

Dado este proceso es importante el papel de una citocina como la IL-2, como se
ha mencionado anteriormente; se han realizado estudios en los cuales se ha

demostrado que tiene mayor participacion en la regulacion inflamatoria a través de
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la diferenciacion a linfocitos T reguladores, junto con un papel de remodelacion
después del dafio provocado por la isquemia generando un mejoramiento de la
angiogénesis y la funcion cardiaca. [21]

Por lo tanto en la Grafica 4 se observa la expresion relativa obtenida en cada de
uno de los tiempos establecidos. Dentro de las primeras 48 hrs después del IAM
se registraron valores de expresion relativa de 1.174 con respecto a la muestra
control (Sham-Veh), esto demuestra una minima presencia de IL2, esto es
caracteristico al comienzo de la fase de inflamacién por la inmunidad innata, ya
que existe la liberacion de DAMPS como HGMB-1, IL1a, HSP, Acido hialurénico,
ATP, Acido urico, DNA mitocondrial, dsSRNA y ssRNA, estos uniéndose a TLR 2, 3,
4, 6, 7, 8 y 9 desatando la activacién de cascadas de sefializacion como la via
NFkB y la de MAPK para la producciéon de IL1[3, IL6, TNFa junto con quimiocinas
en células locales como células cebadas y cardiomiocitos no necroticos para la
quimioatraccion de neutréfilos y algunos linfocitos T. Con todos estos sucesos
presentes en esta etapa y con la llegada de Linfocitos T al tejido infartado puede
existir una presentacion antigénica temprana por parte de células dendriticas ya
que se ha reportado la presencia de autoantigenos por parte del tejido dafiado,
dando como resultado esta ligera presencia de IL2, por medio de dichas cascadas
de sefalizacibn que activan factores de transcripcion como AP-1 o NFk-B
generando la produccién de esta citocina para la proliferacién y diferenciaciéon de

estos Linfocitos T. [26]

En la determinacion para 1 y 2 semanas del IAM se obtuvieron valores de
expresion de 1.447 y 1.255, con esto se puede decir que continua la fase de
inflamacion, mostrando que en la primera semana y segunda semana existe una
gran actividad metabdlica inflamatoria por la mayor presencia de neutrdfilos,
monocitos, macrofagos clasicamente activados, los cuales, por medio de la
fagocitosis remueven los restos celulares ocasionados por el dafio provocado, al
igual que se realiza la sintesis de moléculas como las Metaloproteinasas (MPPSs),
IL6 e IL8, pero comienza parte de la fase resolutiva y de reparacién, de tal manera
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que aparecen niveles de expresion altos de IL-2 en la tercera semana,

aumentando 1000 veces mas en dicho tiempo de infarto. [24].

Consecuencia a estos niveles los linfocitos estan altamente involucrados en los
procesos y es muy importante la presencia de IL2, ya que continua la presentacion
antigénica por parte de los macréfagos y células dendriticas a Linfocitos T
indicando un aumento de estas células en el tejido dafiado, al igual que el
incremento en la activacion de los factores de transcripciéon involucrados en la
sintesis de esta citocina, y de esta manera promueve la diferenciacion de

Linfocitos T a Linfocitos gamadelta, citotdéxicos y Treg. [22, 23]

Dentro de este aumento considerable de sintesis de IL2 comienza la fase de
resolucién y reparacion, la cual inicia con la diferenciacion de linfocitos T a T
reguladores, esto por la sintesis y aumento de IL2 llevada a cabo por estas
células, para su autoestimulacién, esta expansion celular se demostré por parte de
Boyman et.al., ya que esta citocina es importante en la diferenciacion de estas
células para mantener la homeostasis y la tolerancia al dafio por el IAM, al igual
gue se genera la diferenciacion de los macréfagos a macréfagos alternativamente
activados, los cuales se encargan de los procesos de regulaciéon en la inflamacion,
esto con la produccién de citocinas junto con la produccién de colageno para

generar la cicatrizacion. [20]

De igual manera el incremento de la apoptosis de los neutréfilos y de
cardiomiocitos, fagocitados por los monocitos, provoca la liberacién de otras
citocinas antiinflamatorias como la IL-10 y de regulacion como la IL-2, esto hace
qgue incrementen la presencia de factores de crecimiento como el TGF-B, que
induce la fibrosis por la presencia de miofibroblastos, por otro lado se ha
demostrado que la IL-2 activa a las células NK para poder promover la
angiogénesis, por medio de la union a las integrinas 4b7 y VCAM-1,
interrumpiendo la asociacion N-cadherina asociada a la via KLRG1. Cabe
destacar que esta etapa se encuentra dentro de una posible isquemia crénica
causada por una inflamacién cronica que se puede dar después de haber

transcurrido dias o semanas de la fase de reparacion, como consecuencia de una
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resolucién incompleta del dafio, ocasionando una segunda etapa inflamatoria con
infiltrado de linfocitos T y células dendriticas que indican la activacion de factores
transcripcion para la sintesis de IL-2 y por lo tanto la presencia de esta citocina. [6]

Se observa que a la cuarta semana post-infarto hay un desenso en los niveles de
IL2 con un valor de 0.404, esto quiere decir que existe una expresion muy baja,
debido a que el proceso de reparacion llego a la etapa de maduracion, esto quiere
decir que la mayor parte del tejido dafiado se encuentra cicatrizado, con ayuda de
los factores de crecimiento, citocinas y produccion de proteinas como el colageno

gue participaron anteriormente.

Es importante sefialar que la IL-2 esta involucrada en las tres etapas del
proceso,dado esto, se ha encontrado cierto interés clinico debido a que se puede
utilizar como un posible biomarcador en la etapa final de la inflamacién y principios
de reparacién de un IAM por su papel fisiolégico a nivel inmunolégico en este
padecimiento, pero puede mostrar desviaciones de acuerdo a cada modelo animal
utilizado o ya sea de persona a persona, ya que algunos procesos inmundlogicos
difieren entre especies, debido a ello el modelo murino es el mas cercano
filogeneticamente hablado con el humano y el mas usado para llevar a cabo estas
comparaciones e investigaciones. [27]

7 CONCLUSIONES

Se obtuvo RNA de muestras infartadas en ratas Wistar de acuerdo a las
condiciones del kit Pure Link RNA Mini Kit de Ambion para extraccion de RNA con
respecto a los tiempos establecidos de 48 horas, 1 semana, 2 semanas, 3

semanas y 4 semanas de infarto.

Se lograron obtener concentraciones aceptables de cDNA, aunque con una
pureza por debajo de los limites del coeficiente 260/280 por las caracteristicas
complejas del tejido infartado y la manipulacién del mismo.
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Se llevo a cabo la estandarizacién en las condiciones y concentraciones de los kits
Quantas, Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 10 x, Roche LightCycler
480 SYBR Green | Master 2x, FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) para
la amplificacion por RT-PCR seleccionando el Roche LightCycler DNA Master
SYBR Green 10 X, lo que facilitara el trabajo posterior de esta técnica para la
amplificacion de otras proteinas.

Por primera vez, después de realizar un seguimiento temporal de la expresion de
MRNA de IL-2, se encontr6 que la tercer semana postinfarto es un tiempo
determinante para la generacion del remodelamiento cardiaco pero igual se
encuentra dentro del periodo de isquemia crénica con su consecuencia que es la
insuficiencia cardiaca, en donde puede participar dicha interleucina por presencia

de infiltrado de Linfocitos T.
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9 ANEXOS

Tabla 13. Kit Quantas (Inserto).

REACTIVO VOLUMEN (20 de Rxn | CONCENTRACION
ML)

Perfecta SYBR Green | 10uL 1x

Fastmix for iQ (2x)

Fwd Primer Variable 100-500 nM

Rvs Primer variable 100-500 nM

H,O libre de nucleasa variable | s

cDNA 5-10 pL Variable

Volumen final 20pL | e

Tabla 14. Condiciones Kit Quantas (inserto).

Temperatura (°C) | Tiempo
Desnaturalizacion

95 2-3 min
Amplificaciéon

95 10-15s
60 30-60 s

Curva de fusion

Opcional de
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acuerdo a
instrumental | -----m—--

implementado

45 ciclos.

Tabla 15. Kit Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 10 x.

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACION
H,O grado PCR XuL ] e

MgCl, Y uL 25 mM

PCR primer mix 2 uL 0.2alpuM
LightCycler DNA Master | 2 pL 1x

SYBR Green

cDNA 2 uL 2191 ng/uL
Volumen total 20puL e

Tabla 16. Condiciones Kit Roche LightCycler DNA Master SYBR Green 1x

(inserto).

Temperatura (°C) | Tiempo

Desnaturalizacion
95 30s

95 Os

Amplificacion

Dependiente  de | 0-10s

Primer

72 (Amplicon




(bp)/25) s

Curva de fusion

95 O0s
65 15s
95 O0s
Enfriamiento

40 30s
45 ciclos.

Tabla 17. Kit Roche LightCycler 480 SYBR Green | Master 2x (inserto).

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACION
H,O GRADO PCR 3uL | e

Primer mix 2 uL 10 x

Master mix 2x 10 pL 2 X

cDNA 5 L 2191 ng/puL
Volumen final 8uL | e

Tabla 18. Condiciones para Kit Roche LightCycler 480 SYBR Green | Master 2x

(inserto).

Temperatura (°C) | Tiempo
Desnaturalizacion
95 5 min
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Amplificacion

95 10 s
Dependiente  de | 5-20s
Primer

72 5-30 s
Curva de fusion

95 5s

65 1 min
97 --
Enfriamiento

40 10s
45 ciclos.

Tabla 19. FastStart Universal SYBR Green Master (ROX).

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACION
FastStart Universal SYBR | 25 pL 1x

Green Master (ROX)

Fwd Primer 0.5 uL 300 nM

Rvs Primer 0.5 uL 300 nM

H,O grado PCR 99| e

cDNA 5puL Variable

Volumen final 50puL | e
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Tabla 20. Condiciones para Kit FastStart Universal SYBR Green Master (ROX)

(Inserto).

Temperatura (°C) | Tiempo
Desnaturalizacion

+50 2 min
Amplificacion

+95 10 min
+95 15s
Dependiente  de | 30-60 s
Primer (58-60 °C)

Curva de fusion

95 1ls

60 ls

95 10 s

45 ciclos.
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