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RESUMEN 

El sislc:ma inmunitario intestinal puede gcocrar tolcnnci.1 colllnl la llora normal y los 

alimcnlos. lo que lo diferencia de la inmunidad dánica que es Cllcrilizanle. Eau 

actividades pueden realizanc a través de perfiles cspecfficos de citocinu en los ttjidos que 

pueden 9CI' de tipo Till (IL-2 e IFN-y), n12 (IL-4. IL-6 IL-9) y no (IL-10 y TGF-Jl). En 

este trabajo oc desarrolló una estrategia pera dctcctar la cxpn:sión de mRNA de IL-2. llr4 e 

IL-10 en yeyw>o de cerdo. Se diocllunn 1<>ndas de RNA (ribo1<>odu) con d fin de detectar 

los mcnsnjcros de citocinas producidos intracelularmcntc por d sislam imnuniwio, In 

vlrro, por RT-PCR y en intestino por lubridación In slhl (ISIO. Se~ al cerdo com> wt 

modelo expcrimcntal dada su ccn:.anla lilogcnética al hum.no. Para la ISH oe oblUvieron 

ribosondas pera el mRNA de las IL-2. IL-4 e IL-10 marcadas con disoxlgenina (Di&) por 

transcripción In •·ltro, partiendo de producto• de PCR que com.imen los promotores 

adecuados para la tramcripción. Como control polilivo de la t6cnica de ISH oe dioeftaron 

sondas para fi-actina y como control positivo de expresión se ~n linfucitos 

sangufncos de ccrJo cuhh'lldos con Concanavalina A. Se realizaron ISH sobre frotis y 

eones de intestino fijados con PLP. En el inlcstino de cerdo oe pudo co...,..obmr la 

cxprcsión cualitativa de IL-2 e IL-4 por RT-PCR. Se realizó ISH en intestino sin infección 

y se obscn'6 una boja cxprc3ión de Ju citocinas comparada con las sondas 9Clllido 

corrcspondimtcs. por lo que fue necesario forzar al sistema. 

P11t11 ello se infectaron cerdos expcrimcntalmmlc con Itfc/Jirwlla wira/ls, un puásito 

helminto, donde se obloen.'6 wt incrcmcnto de la nprcsión de mRNA de las citocims, 

co~ con los ttjidos sin infección. La t«nica de ISH nos pc:nnitió dcteclW la 

diferencia en la expresión de dichas cilocinu in silM. En este trat.jo c:ncomr.nos que la 

IL-10 cs la cilocina que mis se expresa(~) lo que llevó pcmm- que csu 

citocina cs rooy irnponanle pera el sislc:ma imnunilario mucosa!, ~ de que "'" ot.cnó 

que las células epi1clialcs de las YCllosid.dcs y de las criptas en el inlesUno, expram 

mRNA de citocinas, abriendo la posibilidai de que estas células i>rmm pmte del liolam 

inm.mitario, como células acocsoria. 



INTRODUCCIÓN 

Las mucosas 110n las superficies de contacto con el medio mnbiente mis extensos del 

orpnismo (aproxinllldamcnte 400m1
) por lo que tambii!n constituyen ima exceleole Yla de 

cntnlda de los patógenos (Ebon y Mestccky, 1995). La mucosa inlcstinal puede &cncnr 

dos tipos de rcspuesb protectora cuando !le expone a un llllll¡¡cno, ima respuesta 

inmunitaria contra flora normal y pató11cnos y otra de tolaancia a llnl.fgcnos de la dida. 

Para la ioduccióo de estas respuestas inmunitarim oc requiere del prooesamieoto y la 

prcscntación de los aollKcnos a los linfocitos T CDH por células procnúdoras de antlgcno 

(CPA) que cxprcx:n en su superficie moléculas de clase Il del Co111>lejo Principe1 de 

HD!ocon.,.w"bolidad (MllC) (EJ.soo y Mcstecky, 1995). De esa praea.ción de aollgcno y 

de la producción de citocinm locales dependc:rt. en buena medida, la gencncióo de 

tolerancia o de rcspuesb imlune. 

El estudio de la intcnicción couc las células del sistc:ma ionwJnoló11ico y de los 

mecanismos de activmción celular. la producción de modiadorcs 110lub6es y la 11111uralc:m de 
la relación que .., establea: con el antlgcno. permitid el mejor entmdimiicnlo de la 

rq¡ulaci6n de la~ inm.mitaria local (Vega. 1994) y con ello el desarrollo de DUn'aS 

estra1c¡¡ias para la prnendón y cura de c:nbmodades a nM:I de nucosas (intestinal. 
respiratoria. geoito-urinaria y ocuilor). 

El cado dada su similitud filo11cni!tica con el humano y su ~rtancia económica, 

se usa como modelo para estudiar la rquJ.ción del sislc:ma innunológico intcslint.l En este 

trabajo ae dbeftaron llOndas de RNA (rO>llOndu) con el fin de detectar los RNA 

mensajeros de citocims en )"eyUllO de cerdos por biridación ;,, sllv (ISH). La 

estandari7.acióo de esta tknica permitió dctcctar la c:xprcs;óo de lu inlcrleucims 2 (IL-2). 

IL-4 e IL-1 O. 

La dctcccióo de ciloclms en iiustino pcrmitri m.cn:lrr mejor el perfil producido 

ante un esúimalo llllli!lláiico e idc:nti&:a el tipo de ctlulas que intervimen en la rc¡ullición 

de .. rapucsCa local. 
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ANTECEDENTES 

El organismo "' cnfrc:nta cotidlanamcnlc a J*6gcoo• como t.ciaias, virus. bolJgos 

y parásitos que pueden dcxnaidcn.r cnknncdad. Para protqene de dios, el a-i-o po9CIC 

barreras efectivas, que pocos agenlc:S inkcciosos pueden pcnetrv ilUctos (Roitt, 1996). 

Gcncnhncnlc. la vla de accc30 de c:sos patógenos, c:s a lnlvés del cpilelio mucosa! del tJ'8Cto 

respiratorio, urogc:nital y gamoinlcstinal. 

El U11Cto gastrointestinal ha sido considendo como el rmyor órgano linfoide del 

organismo, c:I cual purdc: producir una rc:spucsta inmunilaria c:spcdfica conlra plllógcnos y 

tiene: la capecidad de generar tolerancia 1-=ia los almmlos (Bmgly y Hust.nd., 1991). La 

rcspucsta del intestino a la inva.W.n por patógenos, rc:sulla de wia irunoción coq>ltja mlre 

mccanism>s inc:spcclfx:os de defensa como pll. movimic:ntos pc:maa!licos, producción de 

moco, _,...,ión de colisinas e inflamación y c:veolos inmunológicmnl:IU ~s. 

Las célula.1 c:pitelia.les y Jos linfocitos intraepitclia.lc:s (UE) IOD los co~omles del 

sislema inmunitario inlc:stinal con lo• que ocurre: el primer contacto con los patógenos y los 

alimentos. Además, células epiteliales, rrecróliigos y monocitos, pueden pro_. 

tempnanamentc de 9dlalcs para inducir la respuesta ino..n.toria aauda a tnvts de la 

liberación de citocinas pro iofimnatorias (IL-la., IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-a. MCP-1 y 

nlf-o); el tipo de respuc:sta de citocinas depende del sitio de in'=i6o y del pMóamo que 

9C pm!Cll!C ( Oiris, Sctb y Gny, 1998). 



Por otra porte, los linfocitos de la lámina propia (LLP), que en su mayoria tienen el 

fenotipo CD4 +, son sccmorcs de IL-4 e IL-5 principalmente, las cuales IAvon:cen la 

producción de lgO y de lgA por las células plasmUicas. Adcm6s, los lin10citoa de las placas 

de Peycr (LPP) son linfucitos inductores, principelmente del cambio de isotipo p&ra la 

producción de IgA por las células plasmáticas (Mowat y Vincy, 1997). 

Las células cebadas y los cosinófllos conLicncn una gran cantidad de ar'müo• en IU 

citoplasim y pucJcn inducir la eliminación de algtmos parúitos intcáinales (Gnmcis et al., 

1993; Junos, 1995). Se t. reportado que las células cebedu IWrirms producen wia ~ 

de cilocinas incluyendo: 1NF-u, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6 e IL-13 (Ebie y Fmk.elman, 1991). 

En humanos ac ha encomraJo que las células cebadas de pulm6n. expresan mRNA 

para 11.A, IL-5 y GM-CSF en una activación IgE depcndicnlc (LorcnU.. et al., 2000). Por 

otra parte los basófilos c:xprcsan IL-4 e IL-5 principalmente, y cst"1 involucrados en 

ltWll.,,..,. la respuesta 1112 en reacciones tardlas (Bmwn y Hura!, 1997). 

El sistcnm inmunitario intestinal está organizado como .., csqucmatiza en la figura l. 

En el epitelio de las vellosidades, se CDCUCfllran los linlOcitos inlracpitcliales (UE) cuyo 

fenotipo es principalmcnlc CD21CD8+ y co2• c04· CDlr (dobles negativo•) (Beagly y 

llushmd, 1998). En b lámina propia, !IC mcucnu-an local.i7.ados los lilOOcitos LLP CD4+, 

células MllC-11+, células dmdriticas, o-=rófagos (Mcp), cosin6filos (EOS), células cct.das 

(CC) y células plasm6ticas (CP) Kaetoras de lgA. 

En bs placas de Pe,u, dcnomimdas sitios inductores de la rcspuesla inmuni1aria 

rrucosal. se distinguen las células M (CM) en su epitelio, linfocitos B (LB) en la zona 

folicular y llllll rona aeri>licular de linfocitos T (LD (James. 1995; Bcqly y Hust.i.I 

1998). 



CD2+~ CD4-
CD8-

CDl+. 
CIM+ . 

~--

7- Criptas 

flc•n 1. Organi7.ación dd SistC'ITla lnmlmrtario intcslinal. Se nqucmatiz.an las vc-llmidadca., la zona de 
<Tiptas >· lu pilleas de I'<)« (PP). L.ü •·cll°'idadcs C5lin di•·ididas en 1'mino propia (LP) > <pitelio (Epi). 
En la zooo de las aiptL• oc pu<der1 cnoon!nr células plasm .. icas (CPJ, CC01nófilos (lOS) células .-Jas 
(CC) >· macrofaeos (M.,). En la PP. "" oqucmatiun las células M (CM) en el epitelio, una zona de LT 
donde K" cm:umtran hnfocitos T. MQ) C'PA . )' una 7t'INI 8 donde se mcucntnsn l.R) células dmdrflic:m 
folicularn (\DI") (A!"<eu Manin > TarFan. 19%. Jaro .... 19Q5; l\ea¡¡I) ) 11....i.nd l'l'll;Vq¡a_ 1994). 

Los Ll E •on In.• primeras céluhL' del si.,tcma inmwlitario que tienen contacto ron los 

patógenos ~ están klC<lliJ.ados en el epitelio columnar de la.• vcllo•idaJcs. En d ratón, las 

tinciotlC's inmunohstoqu!mica.. ~ el anA!isis por citometrin de ílujo muestran que la mayoria 

de los LIE •on célula.• CIH• y TCR rfo y tanto k>s linfocitos TCR ap como los y6 juegan 

un papel illlpl>nlllltc en la nctividad citotóxica m l'Ítro a.sí como en la defcma mucosa!. Los 

linfocitos yfo reconocen antÍ¡1.cnos autólogo!<. CApresados en céluw cpitclialcs como 

consecuencia de "''lm o iiúccción (l!.cagl)· y llusband. 1998). 
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Ullrich y colaboradores (1990), enconlnll'on que en humanos las células T y6 cst"1 

localizadas preferentemente en el epitelio inlestinal y son li::notlpicamcme dikrentes 

a las células TCRap las cuales constituyen Ja mayoria de Jos LLP y los LIE. La princ;p.¡ 

caractcr!stica de Jos LIE son sus grilwlos azuroftlicos nnociloplasmMioos., limilmru a los 

de las células NK. que se tiAen con Giem. en ....:cioncs de tejido. Se ha detectado Ja 

pn:3CDCia de pcrforinas y granzimas en esos gránulos, pero no comimat histamina y no 

expresan rocq>Cor para Fa: por lo que su relación con las células cet.das es controvcrsial. 

Los LIE en ratas. pueden prcscniar actividad de célula NK. de Jinfucilo T cilotóxico (en.) 

tanto MllC-11 Ag cspcclfJOO, como CTI. aloreectivo, citotoxicidad depc:odieote de 

anticuttpos (ADCC), citotoxicidad redirigida (RC) y cilotoxicidad cspordoca (SC) (&agly 

y llusband, 1998). Estas <>!lulas rcprcsenlan una población de células linfoides lntiuwmrn!e 

asociadas con las supcrlicics epiteliales consliluyendo la interfase cntrc el medio ambimtc 

extorno e inlomo (Mayrhofcr y Wbatcy, 19113). 

Por otro lado, los LLP son células que residen en Ja muco• entre Ja mcniinoa buaJ 

del epitelio y la muscu/aris muro...,... En cerdos, ., ha encontrado que 90% de los LLP ., 

cncucntr.in en Ja zona de células MHC-11+, Jocalm.da dcnuo de la misma LP (Ha\UWOn, 

Stokcs y Bailcy, 1997) y del 6S al 80 % de los LI-P CD3+ son CD4+. 

También se ha encontrado que las células T 0>4+ de cerdo ., c:ncuenumi 

cxclu.sh11111Cn1e en el Atta de la lámina propia (Vega Lópcz rt al., 1993; Abreu-Mctin y 

Targan. 1996). 

Se ha dcmosttado que Ja rnayoria de los LLP son de fenotipo de memoria (CD4SRO) 

y de célula coopcnidorafmductono (CD-4+). De Ja subpob&ación de LLP CDS+. la mitad 

expresan la molécula CD25, uoci.da con la función citolitica. También 11e ha encontrado 

que = aho porcemajc de los LLP cxprean el n>eq'ltor pera IL-2 dunale 1U aaiv8ci6n 

(Bailcy rl al .• 1991). Una de las funciones que 11e le atribuyen a los LLP es que prowm de 

ayuda pera Ja slnlcsis de lgA e lgM. (Tarpn rt al, 1995). Tambi&!n,. ea la LP 11e localizmi 

lllllCt'Ófil&os y célula dcndrilicas. 
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Toda esta red de cc!lulas en la mucosa, está regulada por la producción y secreción 

de citocinas. Lm citocinu 10n lo• mensajero• molccularcs !IOlubles del sistema inmunitario 

por medio de los cuales oc induce y .,,..ilifica la rcspuc3IA de anticuerpos y la IDlldiada por 

células (Hust.nd et al .. 1999). 

CltOfÚllS 

El mccma inmunitario DJUCOal en mamlferos conmte, edan6s de tejido linfoide y 

células &IOciadas a las rncmlnnas mucosalcs, de moléculas efcctoru pan la protección del 

hospedero. Entre esas moléculas efCctoru están las citocinas, las cuales regulan la respuesta 

inrmmológica. 

Lm cilocinas 10n polipéptidos o glicoprotclnm producidas por las cc!lulas con un 

pcso molecular menor a los 30 kDa. Genttalmcnte tjm:cn una función pcácrina o 

autocrina. oc unen a sus m:icptorcs celulares con alta afinidad, tienen un radio de acción 

corto e inducen la ahcración de los patrones de expresión de ¡¡c:ocs en las cc!lulas blanco, 

modificando las funciones celulares al incmncntar o disminuir la proliRoción. la llCCR>Ción 

de citocinas y de otras biomol6culas (Husband et al.. 1999). Los estfrnulos antigénicos que 

recibe el sistema inmunitario mucoml detcnnimn el tipo de citocims del microambieme 

mucosa!. En fo""" gcnnl, el sistema inmunitario puede generar dos tipos de ~ la 

tipo TII 1 que fa\un:cc la inmunid.d celular y esta d.da por la producción IL-2, IL-3, lNF

a. GM- CSF, INF-y y linfotoxina y la tipo Til2 que estimula la relplCSlla de llDlicuerp<>s e 

im'Olucn la !dmcsis de IL-3, IL-4, IL-S, IL-6 IL-9 IL-10 y TNF-a (Mosmann y Moorc, 

1991). Lm células nn .,n prom;>toru de la inmunidad celular, pero no ooopcnn con los 

linfucito• B (LB). miclllras que las células TIU , oooperan con los LB pan la -=reci6n de 

Ullicuapos. 



Se ha encontrado que los LIE en estado de repo!IO producen lFN-y e IL-5, sin 

embargo, después de su activación,. la mayoría lldopean Wl perfil nu. particularmerue de 

tipo in11amatorio, secretando IL-Ia., IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-a., MCP-1 y TNF-a 

(Bcagly y Husband. 1998). 

La activación de l.IE intestinales por anticuerpos monoclomles (mAb) anti TCR 

induce la producción de IL-2, IL-3 IL-6, ffN-y y TGF-fl, pero no la de IL-4 o IL-5, pero 

cuando los LIE son estimulados con protclnas de choque ténnico (HSP) de Myr:obactcrlum, 

secrctan IL-3, lL-6, GM-CSF e IFN-y, pero oo IL-2, IL-4, IL-5. De este modo la actiwción 

aparcn!cmmte es selectiva al estimulo (Bcagly y llusband, 1998). Estos datos justifican el 

estudio del perfil de citocinas que se genera en el intestino en respuesta a Wlll infocción. 

En fo1m11 pnrticular, el microarnbicnle intestinal está llpllfClllemmle orientado para la 

producción de citocinas de tipo 1112 (IL-4, lL-5, e lL-10) y tipo 1lU (TGF-ll e IL-10). Se 

ha encontrado que las citocinas de tipo llU y TI 13 son las encargadas de inducir el cambio 

de isotipo de células D pera la producción de lgA (1 wasaki y Kelsall. 1999). En contraste 

con la respuesta TI 11 y TIU. las células TIU proporcionan ayuda para la producción de 

lgA y la S<Ctt<:ión prim.uia de TGF-fl. Las células Til3 aparrotemcntc !IOn diferentes a las 

TIU ya que ,,. ha demostrado la socro:ión de TGF-11 por céluW CD4+ en ratones 

deficientes de ll..-4 (Knrusc, Blank y Shoenfcld. 2000). 

Las células llU, cooperan con los LB para la xcnción de lgM. lgG, lgA e lgE a 

través de la 11..-4, que permite la difaenciación de la célula pnocun<>l"ll TifO a lll2, 

bloqueando la difcn:nciación a cilulas Till (Abchsil"ll. et al., 1992). 

Para estudiar los pcñilcs mlnimos de citocinas que se acnerm anlC difcr'C111cs 

cstlmulos ,,., ha propuesto a la IL-2 como cilocina cla...., que carm:tcrim el perfil THI, a la 

IL-4 pma el TIU y la IL-10 pira el pcr1i1 Til3. 



lnterleuci1111 2 

Esta citocina fue idcnlificada por primera vez como factor de accimicnto de c.!lulas 

T (Morgan et al., 1976). Las células T son la!! que producen la mayor cantidad de IL-2, sin 

embargo, se ha reportado que las células NK, macrófagos y c.!lulas B también la producen 

(Justcmcnt et al., 1989). 

La 11.·2 está constituida por 133 arninoAcidos (aa) con un peso molocular de la 

protelna mtiva de 15400 daltoncs. además es susceptible a varias glicosilacioncs ""bre el 

residuo 3 de troonina, las que apan:ntcmcnte no influym en su actividad (Clcmens, 1991). 

El receptor de IL-2 (IL-2R) es un complejo de 3 protelnas. las cadenas IL-2 Ra 

(Tac, p55), IL-2 Rll (p7on5) e 11~2Rr (p64) (Sugamura et al., 1996). Las tres cadenas 

pueden unirse individualmente a la IL-2 con diferentes afinidades; sin cmhllrgo, Ja unión de 

IL-2 es mejor cuando se une al hdcrotrimcro ujly. La molécula IL-2Ry es también un 

componente de rcccptorc.< de varias citocÍilM involucradM en la regulación de la 

hcmatopoyesis (IL-2, 7, 9, 13 y 15) (llusband ,., al., 1999). La observación de que el IL-2R 

se expresa sobre células del linaje 11 y sobre células D acti\'adas, sugiere que está citocinn 

también pucJc estar in\'olucrada en la rcguloción Je la respuesta inmunitari:t hwnoral 

(Clcmem. 1991). 

Los cDNA de la 11.-2 de hUDWlO, murino, bovino, a.•l como Je porcino, ya han sido 

clonados, secuenciados y c:xprcsados. 

Se ha encontrado que la IL-2 humana mantiene el erttirnicnto de células humanas. 

porcinas, rnuriMs y ovinas, micntrm que la IL-2 porcina actW. sobre células hummas, y la 

lL-2 o\ina "6Jo mantic:nc el crecimiento de célula.• ovina. y bo»inas (Good.ill. et al., 1991). 

Se ha encontrado que la sc..-ucncia de amiooácidos de b 1 L-2 porcina ,,.;lura exhibe 

72 % de oomologla con la lL-2 humana y ovina, y en la unión de la protclna con su n:ttptor 

Ja IL-2 porcina muestra un alto grado de similitud con la hwmm y después con la bovina. 

(Goodall. ,., al., 1991). 
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La secuencia del mRNA de la IL-2 de cerdo sc mucstm a continuación: 

BASE COUNT 191 • 100 e 104 Q 178 t 
ORIGIN 

1 atgtataaqa tqcaqctct t 9tgtt.9catt 9c.actaaccc tt9cactc.at qqcaaa.cgqt 
61 ¡cacc:tactt. ~etc tac aaaga.acaca aaq.saaca.a.c tgqagccatt 9ct9ct9Qat 

121 ttacaqttqc tttt9aa99a a9ttaa9aat tacqa9aat9 ct9atctctc caqqat:gctc 
181 acatttaaat tttacatqcc ~~et ace51.aat3! aacaecttca gtqtttaqta 
241 qaagaact.ca aagctctqqa. 999a9tqcta aatttaqqtc aaaqcaaaaa ctctqactca 
301 qcaaatatca agqaatcaat gaacaat.atc aacqtaacag ttttqqaact aaagqgatct 
361 qaaacaaqtt tcaaatqtga atatqatgat gaqacaqtaa ctqctqttqa atttctqaac 
421 aaatqqattA ccttttqtco aaqcatctac tcaacactqa cttgataatt aaqtqcctct 
481 catqttaaat. qtatcaqqct ttctatttat ttaaatattt aaattttata tttatttttt 
541 9atqcat99t gttctaactl ttQtaatact aqt 
// 

l'i¡¡in 2. Secuencia oompkto del cDNA que rodiftc11 pmrw la IL..2 porc:ina. En •- ...,.ntaa .. m.-ra la 
p<ISición de cada uno de loa oligonucleoólido& anpl- i-- d diJdlo de lu ri"'->du necaariu """' la 
lu~ 1~ sltw (ISll) 1!s1a -naa tur IODiada de la '- de dalo& ~de l"ubMcd 
(\'~~~ NW-Ode ocx;_,: ~7~) 

ll 



lnterleuclna 4 

Fue idcntifx:ada por primera vez en 1982 como un factor que induce la prolifi=nici6n 

y aecrec:ión de lgGI en células B murinas (PauJ. 1991). La IL-4 es producida por linfocitos 

1112 (CD4+) y T CD8+, adcmb de buófilos. célu!M cebedas y células T NK 1.1+ 

(Husbend rt al., 1999). La IL-4 de hwnnno D<luho contiene 129 aa ( 1 SOOO- 19000 dahooca) 

con 2 posibles sitios de glir:osilación (Clemcns, 1991). El receptor de la IL-4 (ll.-4R) es wi 

complrjo de alta afinidad. La IL-4 "" une a la cadena a (p 140, CD 124) y a la cadena IL-

2Ry. IL-4R 11e ha encontrado en bajos niveles de expresión aobr-e c.!lulas T y B, monocilos, 

granuloci!os, fibroblutos, y célulu epiteliales (Paul. 1991 ). 

La IL-4 incn:mmta la replicaci6n de DNA de células B pmic:tivadas con anti-lgM, 

adcmlls de que aummta la producción de lgE por células cstimulida con aoh-CD40. La IL-

4 jumo con la IL-2 y 5 o IFN-y incttmmlan la 11CCrCCión de !¡¡A (Hust.nd d al., 1999). 

Por otra parte, oc han rca1i1ado corq>araeiones entre las ICCUCllCÚls de aminokidos 

de la IL-4 humana. porcina. bovina y murina y "" ha cnoontrado que la mayoria de las 

especies di.ficml cnlrc los residuos de aminokidos del 60 al 11, respecto a la secucocia de 

la protelna humana. Asi mismo, los 6 residuos de ci31dna, irM:>lucrados en los puentes 

disulfuro en el humano, esUn como-vados en la 1 L-4 de cado (Bailcy d al., 1993 ). 

ll 



La secuencia del mRNA de la 11..-4 de cerdo se muestra a continuación: 

BASE COUllT 148 a 119 e 103 q 120 t 

ORIGIH 
1 tca9tqcaaa tagaqct.cta t.tcat99qtc tcacctccca actgatccca accct.c¡qtct 

61 qcttactqqc at9tacca9c aacttcgtcc acqgacacaa gtqcqacat,g: acotta~ 
121 a51at.catcaa aeccttgaac o.ttctcacaq cgaqaaaqa.a ctc9t9cat9 gaqctc;rcccg 
!Bl tqacqgacgt ctttgctgcc ccagaqaaca. cgacggaqaa 99aaaccttc t9cc99gcct 
241 cgactgtg!:! ~51cacatc ta~acaccJ ~cacqtgcat gaagaqcctc ctqagcgqac 
JO! ttg.sca9g¿sa cctgaqcagc atqgcaaaca tgacct9ttc tqtqcatqaa gccaaqaaga 
361 qcactttqaa aqacttct tg qaa.:t.(Jqctoa 4Qacgattat gaa9ga9aaa tactcaaaqt 
421 qttgaagctq ACtl'lttttta atttatgatt tttatacact tattt.taaaa atat.t.tatat 
481 atttataact 

figura J. S.CU...cia oomplcu del cDNA que rodifico pon la IL-4 porcina. F..n lctns negritas 11e m.-ra la 
po&ición de cada ..,o de los ol1~anucl<XlliOO. anplcodoo pon d dUdlo de las ri-...ia. n<asotias pwa la 

lubndoaón '" '"" (1511) Esta OC<;UC'1CU fue IOmada de la bu: de - GniBanA de PubMod 
(l'.~~.Pl!u!JIJ\.DI~· Número de ICOOIO. X611330) 

lnterleucina 10 

La inlcrlcucina 1 O fue docrit.a <bJc 1989 como un Íllctor producido por células 

n 12 murinas. que inlu"hc la """1""CCÍÓn de citocinas de perfil Tif 1 y fue nombrada como factor 

inlu"bidor de la slntcsis de citocinas (CSIF). F..sta irtcrlcucina es también producida por 

células T, células BI, células cdndu, macrófagos y queratinocitos hwmnos (Husbmd n 

al., 1999). La IL-10 de cerdo, como proldna rmdura. pesa 18 ILDa y consta de 17S aa 

(Blancho rl al., 1995). llMta ahora oc ha identificado el rcccpor de la IL-10 m bum.nos 

(hlL-IOR) que tienen un pc30 de 120 a 140 U>a. 

ll 



De la secuencia de nminoáciJos (578 aa) se ha determinado un peso aproximado de 

61 kDa, por lo que se puede pcn.-:ar que la protelna esta glicosilada. 

También se ha iJcntificado el receptor de IL-10 de ratones (mlL-IOR) el cual posee 

un tamal\o llUlY semejante ni h!L-IOR. Este receptor posee una estructura llUJY similnr a un 

grupo de receptores llamado CR 11 al cual pcrten<"CC el receptor de IFN-r (Liu, el al., 1994). 

Entre las fwx:ioncs que se: le atribuyen a la IL-1 O, está la de inhibir una ~1lrie<iad de 

fwx:ioncs de mocrófogos incluyendo la inhibición de la activación por LPS, inlubición de la 

producción de óxido nllri= (NO) y de la fwx:ión de CPA para células 1111 (Moore, 1993). 

Al mL'iIDO tiempo, la IL-1 O incrementa la proliferación de células 11 hwnanas, la secreción 

de anticuerpos, aumenta la proliferación de céluln.• cchoda.< y la expresión de proteasas 

(llu.<hand et al..1999). 

La cstimulación de células B humanas, particularm<.-nte células de memoria con anti

CD40 más IL-1 O, produce L' secreción de una gran cantiJOO de lgM, lgA e lgG (llricre et 

al., 1994; Rou.'\SCt, García y Banchtteau 1991). La IL-10 tambiCn inhibe: la secreción de 

citocinas, p:111iculamrnte de IFN-r. por células 1111, células CDS• y célu!M NK. Este 

efecto requiere la presencia de macrófogos como CPA Adcm:I..•. esta citocina está 

Íll\'olucradn en el f<-nómcno de lolcnmcia ornl (Wciru.1ocl. 1999). 

Se ha demostrado que hay 82 % de homologla en la secuencia Je nucleótiJos entre la 

IL-1 O de ccnlo y la humana y 74 '" de homologla en la secuencia de aminoácidos entre 

estas especies. La homologla a nivel de nuclcótidos entre el e<-rdo y el ratón es de 75 '"' y de 

68 ~'..a nivel de >c:eo<.-ncia de aminoácidos (Blancho. ~/al. 1995). 
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l.o secuencia del mRNA de la IL-1 O "" muestra en a continuación: 

RAS!': COlJNT 
3~6 • 321 e 314 q 345 t 

ORIGIN 
l QQCacqaqca qqgqcttqct cttqcaaaac caaaccacaa qtccqactca 

acga.a9aa9g 
61 cacaqctcta ccat.qcccaq ctcaqcact.q ctctattqcc tqatctt.cct 

qqcaqgqQtQ 
121 qcaqccaqca ttaagtctqa qaac&gctqg atccact~ caaocegcct 

qccccacatq 
181 ctccqqqaac tccqaqctqc ct.tcqqccca qtqaaqaqtt tcttt.caaac 

qaaqqaccaq 
241 at9g9cqact tqttqctqac cqgqlctctq ctq~aqgact ttaaqQQlt.a 

cct999tt9c 
301 caa9ccttqt caqaQat911t ccaqtttt.ac ctqqaaqacq taatqc~ 

-t 
361 ~•QQ atatc •. •ut99a qcacqtqaac tccctqqqqq aqaaqctqaa 

qaccctcaqg 
421 ctqagqctgc QQCQClQlCA tcaatttct~ ccctqtqaaa acaaqaqcaa 

qqccqtqqaq 
4e1 9a99t.9aaqa 9tqcctttao caa9ctccaa Q•Q•qgqqtQ tctacaaaqc 

cat999t9a9 
~41 tttqacatct tcatcaacta cataqaaqcc tacat9ac9a tqaa9at9a9 

gaagaactqa 
601 agcattctaq QQ.Sll4CCAAA qaaaaacctt ccaqgatqac qactctacta 

aactcta99a 
661 tacaaat t99 a9actttcaa aatctqctcc aa99ttccc9 9q9a9caqaa 

cca9caccct 
121 QQQAaaccct 9ct9tacctc tcccct9a9a tatttattac ctctqetacc 

tcaqctccca 
181 tttct.attta tttacc9a9c ctctC'tQtQa actatttaqa a9aa9aaca9 

tat.tatactt 
841 ttttcaqtat ttattatttt cacct9t9tt taaqctttcc ata999t:9tq 

ccct.at99t9 
901 t.tca.actqtt ttaAqaqaaa t tc¡taaqt ta t•t••QQQQ(.J qaaaaaatqt: 

tcct.tca99a 
961 QCC44Ctqca QCtt.ccattc caaqcctacc C4CCCQQQ44 aqctaqt<JQQ 

ctatttqtcc 
1021 t9act.9cctc ccactttctc t. t qtccct.99 9ct99q9ctt CCQQ.SQt.Qtq 

acaaa9tc9c 
1081 ttacactcat a99aa9a9aa acta99;a9c ccctttqacn oct.aatattc 

c99t99ccct 
1141 9a.999attcc cctqacctca ttcCCC444C acttcattct tq•a•qctc;it 

QQCC4QCttQ 
1201 ttatttaaaa. caacctaaaa tt9qttctaa taqaactc99 t.t.tta•ctaq 

aa9caattc.a 
1261 attcctctqq 9a&tqtt&c.a tt9tttQtCt qtcttc•ta.Q cao•ttt.taa 

ttttaaataa 

Fi...- 4. Socwncia aimpl«a del cONA .... cudifioa ¡isa la 11,-10 porcina. En.....__...• m-. la 
paDcián de cada """de loo~~ i--a d dioollo de ... ..---1*9 la 
~ "' ,.,., (ISI{). E:.a __,,.. l"loc - de la t... de ..... ~ de PabMod 
~-·-UOOOI). 
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En forma gcncral, los genes de las citocnu C3lán loca1i:nidos en el cromosoma S en 

bwnanos y en el cromosoma 11 en ratone. (Clcmcm. 1991) 

Cltocúw (11 ,, MH(Off itrtqtiMI 

La mucosa inu:stinal es cxtrcrmdamcnlc cxlcma en los mamffcros y comiste en una 

ml intc¡¡noda por tejido• fuOOidcs, célula cpileliales mucooalca y molo!culu efectora para 

la protccci6n del organismo. Entre cotu moléculu están lu cÍIOCiou y aas receptores, que 

son reguladoras de la respucsl.a inm.miuria. F..s in.,artante mcociomr que los LT CD4+, 

.miados de tejidos linfuidcs nuoosab, 9C CDCUCIUml fua1emone inclinados i.cia la 

rcspocsta TIU (Husband rt al., 1999). 

Gc:na-almtn!c ., ha repon.do que los UE producco U:N-y e 11.rS In vltro y tienen 

una n:lativmnmte alta producción de IFN-y, 11.r 1 y TNF-a In sltu. además de fiictor de 

crccimieuo de qucnllinocitos (KGFJ y Wlll citocina cpitcliotrólica, por lo que posiblema:U 

otra fW1Ci6n de los UE in "'"° es la de promover el crccimieolo y renovación de las células 

epilclialcs a In~ de la producción de modilldores :oolublcs (Mo- y Vincy, 1997). 

En la LP los linfocitos ICCl"Ctml n~ 1 (K.cnnrth rt al., 1993) que es una cilocioa con 

mU!tiplcs actividades biolóp;a. como ID de favorecer la producción de protdm3 de fue 

aguda y...- un pirógcno crdógmo. Se produoco 11.rla e 11.rlP cuyas funciones IOo muy 

!ICIUtjanles y dependen del miaomtft:tll. 

Se ha cncontnldo que la n~ 1 induce la 9CCRción de IL-6, IL-1 por UE e 

incrancnla la producción de mRNA pwa TGF-P (Kameth rt aL, 1993; McGcc, Vilkus y 

Lec 1996; Bcagly y llust.nd, 1991). En cadas, los LI.P - ¡rmdcs cantidldes de 

cilocims eb:tORS como IFN-y e IU en pracncill de 11.rl e 11.rS (s.iley rt al., 199S). De 

éltas, la llA es la cllocina mis -=retada por llP y célula ceti.da.. La lL-4 puridie -

inhibitoria de la cxprcsi6a de m:iepUw de· 11.r2 en L T murinoe y de la produa:ióo de IL-2 

por L T co bwmoos. Ella inlcrir:uc:im inhibe d dcomroDo de ~ LAK (L T _....,. 
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actiVlldos por linfocinas) (Ebcrt y Roberts. 1996). Las citocinas -=tadas por los LLP 

CD4+ estimulan la oecreción de grandes cantidodc:s de lgA al regular la diferenciación de LB 

(Mowat y Viney, 1997). 

Se ha encontrado que las células epilclialcs del intestino &JUC30, n.:rófaaos y 

linfocitos 1lU en humanos cxpn:san mRNA y la prolcfna de IL-10. La IL-10 inhibe la 

slnlcsis de citocinas proinllamatorias, de bocho inhibe la producción de citocims TII 1 (IFN

y, IL-2), mico1ms que el perfil Til2 dado por la IIA e IL-S 11C YC poco afectado 

(Autschbach ti al., 1998). Tarnbil!n"" ha visto que la IL-10 se une a un rcccptorcspeclfioo 

sobn: las células epiteliales intcstinalcs y puede rq¡ular su conm1iución en la inn.m.ci6n y en 

la rcspUCSla imnunitaria en el irustino (DcnniDc ~' al., 2000). La IL-10 tambiM csú 

involucrada en el mocanismo de tolcrmcia contra lllJtlacnos propios o de la dida, a tra\á 

de la gcnr:nción de una subpohl.ción de linfocitos T CD4 + , dcsi&mdos como cilu1as T 

reguladoras (Tr 1 ) ( A.sllCman y Powric , 1998). 

La inflamación en la mucosa inlcstinal, por aa=tes irri!Jncs o por petógcnos 

intestinales, se YC aro~ por la -=ción de citocims como la lL-1, IL-S, [L-6 y 

TNl'-a. principalmcnlc. La IL-6 está imoluaada co respuestas inftmmloria ~ la 

ioducción de protclnas de fue aguda. difcn:ncillción de ...aófagos y prolifcraci6o de L T, 

de hecho la IL-6 con la lL-5 induce la prodaoción de altos niYCb de [gA pw los LB 

nmdW"Os de las placao de Peyer (Me Gcc. ~t a/., 1993 ). 

La IL-1 es wia cilocm que induce la ...:n:ción de lL~ por muchos tipo9 de célula. 

La 100COK intc::.tinal de contjos infcdados con E. rol/ cotcropal<>jláiica ha ID09lr.do un 

incrc:mi:nto en los niYCles de u,.1 (Racbmill:witz, ti al., 19U). 
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E.ludios rcaliz.ados por hibridación in 11111 t.n demostrado que las primttu <:<!lulas 

que producai mRNA de IL-1 p de.pub del dafto producido en la ITUCOSa IOn las céJula 

epiteliales de las cripcas (Ralm.., Van~ y Cenmi, 1991). 

Olla citocn imoluaada ca TOF-p, la cual 1e le ha propucsao el pmpel de inducir el 

cambio de i9otipo de IgM a lgA. Trat.;o. realizados por lu"brid.ción In 11111 han mostrado 

que el número de células que cxprami el mRNA de TOF·P 1e illl:n:mcola tamo en LP y 

epitelio de ratones infectados con T. .,xrolLr y en p.:imles con gutrilis (McGec: d al., 

1993). 

Las oélulas cet.das mn células rcJ.cionadas con infeccionca ÍnlC3linalea, 

principalmcnlc por pmrisitos, adcmb de que IJOn células efectoras in.,ari..es en lal 

rcaccioncs alágicas de tipo inmeWliW, ectuando tmdimu la libaw:ión de mNilldorca 

preli>nmdos como histamina, protcuas, leucotrienos. prot11aclen1li1W1 y cilocims 

proinlllllmlorias como la IL-1, IL-2. IL-4, IlAi, IL-13 y 11'1F-a (Lorau d al., 2000). 

En el ca.> muy pmticuliU" de procao1 infllunatorios en humaros 1e ha ax:omrado la 

.acción de citocinu por los Ll.P en la enienmdad de Crohn y m la coliha, donde 1e ba 

vDlo un inc:ranr:nlo m la producción de IL-2. IFN-T y 11'1F-a (Abrcu-Martin y Tmpo. 

1996). 

Toda esta red de mol6culas deaoru., .., puede ._. modific..t.e c:umdo d tejido 1e 

mfrcnta a una inf<icci6n. En las infE>cciones ............. por JW"ÚilOS, d i-'Mo aaiaa una 

rcllcióa Intima con las de"'- rmJCOalca del hmpedero JW11 poda alabkicax en la 

rmJCOsa, siendo ~ el perfil de cilocinu ....,.OO. Eme ... iaioc:cioaca Ílllatirwlrs 

~ mú coni::umua co bummos, 1e aa:w:mm m ii h · nee por ~ 

COIDD ~bo #túto/yliaJ y GonJia 1-tbiJa. oan6lodcn COlllD bcarú 1-'ri:olóu, 

TrlcJrbwlla ~Lr y c:e.aodo9 como Tanda~ (WeinllotZ. 1999). 
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Los es1udio1 de citocinu m la muco• ioteotinal 90n importames pma idcnlificc la 

cc!lulu que las producen y tamhitn I*" evak.- los cambios que OCUrTCn dunmle la 

infecciones. Como ~lo de CSlaS inb:ciona, cslán las ~ Trú:ltlrtd/a spiralll, que 

infecta al lnnnmlo a travb de la vill enlcral, ., locali2ll durmú 2-3 9CllmlU en d imestino 

delgado y, posteriormente. c:n li>ma c:nqu~ en las~ llllDCUlwes. 

Etiolocim y delo biol6cico de TridWuU. :qNnlll.r 

Las larvas muxularcs de Trlcltinella spiralis (lime infcctiva) in&cridas con la carne 

infectada (gcncralmcolc: carne de cerdo mal cocida) ., libamJ con la cfisestión ¡úlrica. Cuí 

CD IOrma inmrdÍllta migran hacia el doodcno y penetran d c:pilctio de la mucoa. En ltts d'

sufrcn cuatro cambios o m.>das coni>nnc crecen y omdurmi. Las hembras grividu libcnm 

larvas ru:ién nacidas que lllravican la muco-. ~ al sislcma lm&tico y de ahl al ton'Cllk 

circulatorio I*" linalmmlc penetrar las fitras del m6!culo C1ll9do m donde me emolllm y 

cnquiotan, tramfonmnJo calda~ muscular invadida en una ~luJa nodriz:a. Las larvas 

infoccio.s dc:nlro de los quistes IObrevM:n por moses y dos, i..a que 6mlmc:nce llOD 

destruidas por d procoo granulomatOllO, dcjmdo una cicatriz fihrótica, donde ., Yc:O 

involucradas cc!lulu c:ct.das, '-ófilo1 y cosinófilos (finkelrmn ~tal., 1991 ). 

Res~ i•m•llitaria mllCOUI 

La imiuión y ~n dcUlro de la mDDOCapa qiitelial por ... larvas 

infa:tivas (blmiro de • respuC31a ionune), produce doAos signifDlivos en las am:nD

c:elularcs y orpodos. lo que illl:ranerU • tnmcr'1ci6a de mllNA pma lL-1~ IL-1 y 

ENA-711, por ~ m:>nonucbrcs como los nw::rófa&os (Orencis, ~t al., 1993; 

Vcnruridlo, Gramlmrtolcmd y eoa.-ino, l 99S; Chris. Scth y Oniy 1991). 
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Por otra parte, In virro, cosinófilos, neutrófilos y fagocitos mononucleares 

pueden actuar como C<!lulas efectoras en la destrucción de larvas de helmintos por 

mecanismos dqicnlicntes de anlicuc:tpos cspcclficos y/o del complemento. La activación de 

cosinófilos lleva con..igo la expresión de receptores para lgE. lgG y de complemento, se 

incrcmcnla la slnlcsis y 9CCrCCión de enzimas y grinulos proteicos, jugando asl un papel 

importante en la protección contra el parásito. La cosinofilia. ob..crvada durante wm 

infección intestinal por ncmátodos, va 1100mpal\ada del incttmcnlo de los niveles de IL-S. 

Sin cmber¡¡o, la función In viro de los cosinófilos es aún dc3conocida (Vcnturicllo, 

Gnunbutolcmei y Constantino 1995). 

Las infecciones con helmintos intcstinalcs en roedores. están uocimias con la 

generación de hipaplasia de C<!lulas cebedas en el intestino ( rmSocitosis intestinal), 

posiblcmenlc t.jo el control de 11..-3, 11..-4, 11~9. 11,10 (Finkelman rt al., 1991), lldcn1's 

de que se ecompalla de la elevación del número de cosinófilos, e incrcmefto de lgE. Por 

otro lado, la lL-13 ha mostrado ser importante en la resistencia contra T. lflllTt.r (El9c y 

rlllkclmnn. 1998). 

La U.A induce la cxprcsión de molrculas de supafJCie como MHC-11 y CD23 que 

es un rcccptor de baja afinidad para la Fcc (McGec. Vitkus y Lec, 1996; llrown y Hural, 

1997). Ademb se ha encontrado en natoncs que la lL-4 *J*cnlemmle es importanle en el 

desarrollo de rcsistmcia primaria • inkccioncs con T. spiralu. Esta inlcrirucina es la m6s 

sccn:taia por LLP de t.Jmanos (Grcncis. Hullncr y Ebc, 1991 ). 

La 11..-4 es Wlll rnolttula que IUllplifJCa la ~ nu en infecciones por hclminlos 

y wia de las funciones que se le alnbuye es inducir la cxprcsión de 1 gE pot" l.8. En natooes 

infectados con T. spira/13 pro\'OCll una SC"YCR n:spucsca inn.n&toria en el incst.ino dclpdo, 

donde las t-élulas cd.t.s ~el ~r ~nmle. Se pii:IJM que la unión de laE 

• receptores de aha .tinidad (Fcc.Rl) pn:aclUS en mastocilo1 ink:stinales KtM estas ~ 

(lwaaki y Kdlall 1999). 



El pepe! de otras citocinllS tipo Til2, como la IL-9, en la resistencia a ínfi:ccioncs 

con T mwú y T rplralis es evidente, ya que eslJl cilocina se produce en altas 

conccntracionrs en ccpou rcsistcnles de ratones. En el caso de T. rplralú, .., ha cnconlnldo 

que la IL-9 proboblcmcnte incrcmcnt.n la rcspucsta Hl2 y cspcctlicamente en la mastocitosis 

generando 1151 la sccn:ción de protcasas por a!Julas cebadas nu:osalcs en el intestino y 

lllCnl, facilitando la cxpulsi6n de T. sptro/U del inlcstino de ratas (Ebic y Finkclman J 998). 

El rnicroambicntc dado por las citocinas y la prcscolJICión de mtl¡¡cnos en la mucosa 

dWllllle wia infección pro!JlUCVCfl la difcrcncillción de las rcspucstu TII 1 y 1112. La IL-12 

promueve el desarrollo de la respuesta TI! 1 y la IL-4 la de la respuesta Til2. 

Las células dcndriticas y los ~fa¡¡os 90fl las células que m6s producen IL-12, 

mientras que no "" ha definido con exactitud w células que son capmccs de producir IL-4 

tcmpnsnamontc, aW>quc las células NK 1 .1 CD4 • y!\ "°º candidatas i-r& esa producción. 

Además, C5las células llCq1lan la prcscntación de antlgcno vfa moléculu CDl y no 

rool6culas MHC coDYCD:ionalcs. Las molóculas CD 1 oe cxpresmn en una alta proporción en 

las células del epitelio intestinal siendo candidatas como CP A de i-'sitos intcstina1cs 

(Grcnciut al., 1993 ). 

Triquinelosis 

La triquinelosis es una de las zoonosis cosmopolita m6s peligrosa l*1l la especie 

humana causada por el nematodo TrldilMlla spirg!U. En México IC ignon su hcucncia a 

pesar de los nwnerosos brotes epidémicos que 1C han prcscnlado. La pouvitosis time como 

huéspedes habituales a los cerdos. La infccci6n, que en ~ produce, es de caricta 

primario, alc&nzando al ser humano en fOnna ICCUDdaria. A mcuudo, la limolmlOlogá ...,le 

conñ.mdinc con a•itaminosis. carencias mD:n1es, Pcslc Porcina C1'lica,, como ui ~ 

algW>U lcsioocs POVio..s. 
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Con relación a la canictcristica de la patologla y cl.lnica humanas, puede ~ 

a ésta como Wlll peruitosis evidcociada por liebre. trasto~ imestinalcs, algiu musculares, 

edemas pcriorbitalcs y Wl cuadro hcnátioo úpico de hipereosinofilia. 

Trastornos c.ardlacos y ncurotóxicos pueden acompal!ar a la sintomatologla 

mcnciollllda. dándole a la misma un caricttt de grave. Sin ttnb.rgo, puede que eslos 

SÚllOIDU no tengan rmmifcsta:ión aparallC o bien, "" hallen minimi:zados. 

Se puede decir, que es Wlll helmintiasis nd gbwrl.r, que prcacnl.a profundas 

diferencias con casi todas las i-asitosis conocidas. No tiene YCCton::i de DÍE8llm especie, 

dcsarrollmdo"" totaJn.:nlc dentro del mismo hospedador (Martlncz 1, ~I al •• 2000). 

La triquine/osü en el hombre 

Al igual que el cerdo y otros animales, el - hwnBno adquiere la T riquinelosis por 

conswnir carne de cerdo ¡.rasilada, imuficicmancntc oocimda o cruda, como los 

chacill9dos (estén salados o ahurmdos ). Dcpcn.lcri de la cantidad de laMas in8eridas, qw: ., 

mnnificstc o n6 en fonna cllnica (con sintommtologla). Para que un - humano prcsiedC 

slntomas. debe in¡¡crir no menos de 70 larvas. Dcodc la ingestión del alimento parasibido, 

hasta la aparición de los primeros lhomas. lnlmcurtal como tmnino medio diez ( 1 O) dlas. 

El cuno, irrq¡ular de esla i-asitosis. presenta una caractcriotica única ¡.ra este tipo de 

afecciones y es la liebre. poca o muy nmraida, rc:miledc y que puede llegar basta los 41 "C. 

En general. este cuno puede dividine cn tres fMcs: 

Fue jp!qtjml. 

Libcnción de las iar"11S cootenidas cn la camc ¡wmit8da ~ aecimiaito, 

tramfonmción en adullos, cópuloi y J.niposiciórL Se cmw:tcriza por iw-ar pádida de 

apctilo, vómitos, dolor abdominal y dimrca. Se Jo 1uelc llaaw tiiiideo o colcrii>rmc e 

induce a coofusión oon to:dms ..,._icim o inieocioots microbWw. 



Fase de mjgmción llli'yaM, 

Distribución de las larvas por la sangre e invasión de los DJÚ9CUk>s estn.dos. ~ el 

slntoma que más contnbu)'<: al diagnóstico que es el edema (hinchazón) palpcbnl. dolores 

l'DWICUlares. dolor de cabcni y liebre. Hay al¡¡una sintomatologia rcspirmoria, neurológica y 

fenómenos de alc:rgia. Se le puede denominar r..c rcumúoidca. 

~ 

Cuando la infestación es rrodcrada. la cnfcnncdad suele durw unos 1 O dúos, en tanto que en 

las más !ICVCB5 pucdc prolonganc un ( 1) mes o mú. Se produce el c:nqlJistamjcnro de las 

lar"8S en los 111ÚliCUlos, con desarrollo de fco6mooos tóxicos o de hipcncoslbilidmd. Pueden 

persistir los dolo= musculares por v.rios DIC9CS (MartJncz I, et al .• 2000). 

Dattdótr de dlorinm 

La detección de citocinu oc realiza pmc¡p.Jrnmle revelando la presencia de la 

protefna por ensayos de ELISA e inmunolústoqulmica, pero también es posible evidenciar al 

mRNA de la citocina a tra\'és de RT-PCR e hibridación in sihl. La bitribción In sihl es una 

hcmunicn1a que permite dctoctar la cxprcsión y la loc:alizxi6o de mRNA en el tejido, en 

células cultivadas ~ inclusi""' la c:xprcsi6o de ¡¡c:nn c:n los cromo11>mu. En d cuo pm1.iculac 

del modelo pon:ino las técnica.1 de oolo¡la rn:>locular, OODlO la luDridacióo In silM., 

reprcxnlJU1 Wlll ahcmativa para la dctocción de citocims, d.to que se oooocco las 

9CCtlCOcia.1 de los mRNA de la mayoria de las inlerleucinas de cerdo (Goodal et al., 1991; 

Bailcy rt al.. 1993; Blai>cho rt al.. l 99S). Los 01Ddclos aoirmlcs 11>n instlumm&os 

imporWl!c:s para el desarrollo de oonocimimlos prospcctM>s al hwmno. Por su similitud a 

la fisiologla y pa106siologia al humano, el cerdo se ha oom.utido m un imdclo populw pma 

el estudio de cofamodiodcs cardin.....-ularcs e iotCSlioalcs (Un, l 99S). 



Hibridación úr sil11 (ISH) 

La htliridación es una ~ inmunohistoqufmica de localU.:ión del mRNA y 

DNA especifico en tejidos, ululas o cromo10mu (lulrilación in situ) (Oall y PIU'duc, 

1969). Esta técnica está be-1a en la funnación de -=ucncias co~lemmurias de 6cidos 

nucleicos de cadena sencilla ( monocalcmrios) que, t.jo condiciones apropildas, dan lugar a 

la formación de Wl híbrido (bicalcnario ). Para ello es importante determinar la 

conct:nlnlción adecuada de los reactiW>s, la temperatura de <llioocik:ión o de fusión de los 

ácidos nucleicos llamada también. temperatura de dcsnaturalimción (Tm) y la fuerza iónica, 

ya que bajo condiciones poco vigorosas de una fucna iónica < 0.3 M y Wlll temperatura 

baja. se immn hlbridos inestables de baja co~lernenwicdad y por lo t.anlo inespeclfacos; 

por el contrario, en condiciones de fuerza iónica vigorosa (>0.4 M) y a la t~ura 

adecuada. se formar"1 lúbridos estables con 100 '10 de co~lerncntariedad, es decir, 

cspcclfioos (Bce3cly, 1993). 

El cálculo de la T m adecuada para Wl proceso de ht1ri!.ción in si tu se realiza 

mcWanle la siguiente f6rmula (llerrington y McGce, 1992): 

Tm • 111.S "C + 16.6 lo¡¡ M + 0.41 (~oC) - SOOln 0.61 % i>nmrmda. 

Donde M - fuerza iónica y n - longitud de la llOnda 

Es nlispcmabie tomar en cuaú la praiencill de romwnida en la mcrda de loa 

rcactM>s, ya que ayuda a disminuir la Tm ha.su 30 "C, evitando al la demucción de los 

!ejidos. las células y la dcsrmuralización de las protdMI de imaá (liarinston y McOec, 

1992). Por otro lado, ., c:onsidcn que lo1 cor1cs hiocoló¡¡icos iD: luidos en pcafim. dc:lpua 

de la fijación con ~. pcnnitm w eudl::llle ¡w-.a w-=ión del mRNA celuS 

i-a la hihrid9Ción. lldmm de que se conserva la mori:>lo¡¡ia dd tejido. 



Esta técnica dcpcndc de la hibridación de un leido nucleico nmcado ( 80nda) con el 

llcido nucleico blanco. En la literatura rcvn-ta (Tomicr "' a/ .• 19117; Komminoth t!I al., 

1992; Wilcox. 1993; Biñ: y Grimm. 1994; Si-J t!I al., 1994; Bicnz y F.ggcr, 199S; Dijlatwl 

t!I al., 1995; Scliad t!1 al., 1996) 9C enoonlJ'ó que casi el 90 % de lu ISH rcelizadu empican 

sondas de RNA denominadas ribosondas, n1's que oli¡¡onuclcótidos y cDNA. ato ., debe a 

que las ribo90ndas han dcm:>!llrlldo llCI' más !ICIWbics pea dctects la mlnin-. opresión de 

mRNA en 9'Ceioncs de tejido (Wilcox. 1993). En d caoo de la bús¡ucda de &enes C9CallOS, 

se recomienda que estas ribo90ndas 5Qll de un Wmllo menor • 300 pb. ya que 90n mb 

especificas que las 90ndas de mayor tamallo; en el caoo de genes constilutiYos como la ~ 

actina no impona el tamallo de la sonda (Hcnin¡¡ton y McGce. 1992; Kormninoth t!I al., 

1992). Las nbosondas""' unen con los mRNA de inla-és fomwndo hlbridM de RNA:RNA 

lllM cstahles. pea esto, las ribo90ndas "" generan • tnlvés de la clomcióo del gen de inlcrés 

en un plásmido, con los promotores adccuaóos (Tl, TI, SP6, ctottcn) pea llevar a cabo la 

tramcripción in \'ltro y obtener as1 las ribo90ndu (Bid y Grim. 1994). 

La !nWICripción In vitro es una técnica que pcnnile obtener RNA a pctir de DNA. 

Esta tramcripción es """"'jame a la ~n celuliir (excepto por los rc.¡ucrimicntos de 

fiicton:s de tramcripción). Se necesita de un DNA molde, en el cual !IC cncucntra la rq¡ión 

promotora donde !IC ancla la RNA polimerasa y asl iniciar la rc81CCi6n de tramcribir el DNA 

en RNA. Estas enzimas oeccsiW! de Mg,., de ribonulccótido1 (rAll', rGTP, rCTP, rUll') y 

una l~alura óptima que gcornlmcnte es 37 "C pma realizar su función adcc:uadammtc. 

Existen diferentes tipos de RNA polimc:rasas. dcpcndicndo del sislcma con el que ., trat:.jc. 

ya que las polimcrasu de los cucariota 900 difa=tcs a las de los procsiotes. La dikrencia 

entre ellas es co cuanto a la nccuida1 de factores que faciliten el teCOOOCimieúo de lu 

9CCUOICias promotoras en el DNA ¡wa inicim' d prooc90. En c:&.llas procariotas lle ~ 

las cnzin.i SP6 RNA po~ T7 RNA polimcna y TI RNA polimesua 

priocipalmemc. 



Respecto al m!todo de detccci6o exÍllal métodos i9otópicos ('JI. up, "P. "S) y oo 

mtópicol (biota.. IOsfatua aJcaJina, digoxigmim., fluorescencia) pera n..-car lu .,ndu. 

Las ribotondu ~ con "S rqir-.n el ~odo rrm ~ pua la detecci6n de 

mRNA en ICCciones de tejido (Kmrminoth n al., 1992). Los radioDótopos timen una vida 

media corta, y es peli&Josa la exposici6n y mmtjo de loa miomoL Los tiempos de 

exposición plll'll el dc:arrollo de .. llCftal pur:dc:n - !-. de ..,.,_ retardando ul el 

trat.jo lldaub de que ai col&O ea de\wio. 

Por toda ealM limita:ionr:s oe t.n dtarmllado ~odoa DO iootópioos que DO IOll 

peligro90s de omnrjm', pueden - akta:aalos por periodos prolonpdos y pucdco -

detec:t.dol por innamohillloqWm ron una ~ equivalente a la de los i9otópicos 

(Kornninoth et al.. 1992; Karr n a:.. 1995). 

Por otra pete eximm reportea de la apliación limult"- de 0nunobistoquánica e 

ISH lo que pcnnile dc:kctar la expresión de mRNA de iolaéa al. como loa fenotipos de lm 

C<!lulm que los producai (Spcd rt al .• 1994; l xhll!WW1 et al .• 1999). 

La detección de la expraión de mRNA, es ..,. herramierb útil que 001 pcrmi1e 

conoctt el ~ de cilociiw que se ~ m el miaom1ihialle de lc:jidos y al mioma 

t.irmpo idmIDcar los ~ de oékms que lm est.m cxp¡cwaJo. La cxpraión de mRNA ea 

un indicativo de la 8Ctinci6n c:duW ya que al aicir W1 eatllmllo, oe inicia una c-=.da de 

ll'llmduoción de lldlab que culmina con la cxpn:sión de mRNA y aa po9lerior lnldua:ión 

para la Úúlil de protdms. Sin euih'-co es iqlortame ma .. u- que DO todo d mRNA 

que 11C c:xprcsa oe ~ m protema, dr ahl la iq>ortancia de detectar la a::tiv.ci6n celular 

deadc la cxpn:sión de mRNA de cilocims pma pootcriormodc ~ d tipo de 

reopua1a inmlllitaria que ., acncra -* difcmila ~ ~ 11C lw dictectado 

la c:xpttaión de mRNA de cilocima a:ucoab por RT·PCR m rm10Dca y cerdos y m 

menor ¡nido por hittidación ¡,, rllll (lSH) en biopaiM de buo.oos con colilis (Aula:ht.:h n 

al., 1991). Sin mtlw¡o, dlda la "•imbilit.W biolóaD eNrc cada elpClCie es ÍlllpOrtm* 

dcmrrollar la ISH pma la ddccción de cilocims ce d inlestino de cado corm modelo de 

ClfUdio del mran. innuoillWiD uaacoal 



·so~·• 

.JUSTIFICACIÓN 

Para entender mejor la regulación del sistema inmunitario iotcstiml, c.s-z de 

inducir tolc:rancia a los alimtn!os y la respuesta imnunoló&ica conan los pMógcnos, x 

requiere estudiar el perfil de citocinaJ que pmdomina en el DIÍCl'OIUtlbicd del tejido y 

caBCtcrinr las células que lo producen, tanto en condiciones nonnalcs como de 

infcoción. En el humooo los cotudios en IDUIXlsas Cllt"1 limitados por razones éticas, por lo 

quc el W10 de animales de cxpaÜ1K2:úción está indicado. 

Una l11lllttll de conocer el tipo de citocinas que x gcncn en el microambicDlc 

intestinal, es a través de la dctccción de su expresión génica en el tejido por hihridaci6n bt 

slfll. 

OBJETIVOS 

• Dixtlar y producir ribosondas marcadas pmra la detección de mRNA de las citoc:inas 

11.-2, 4 y 1 o porcinas para emplearlas en la ttcnica de hibridación In nfll. 

• EstJUldarimr la to!cnica de hibridación in sifll para la detcoción de mRNA de IL-2, 4 y 1 O 

en iotcstioo de cerdo. 

• Evaluar la utilidad de la tc!cnics en el aD6lisis de la producdóo de mRNA en íotcstioo 

normal e infectado. 

HIPÓTESIS 

La mucosa intestinal está sujeta a múkiplc:s dcsaftos ~ por lo que la 

regulación de su re<JlUC9la inmunilaria x 'estaNoce a través de intcraocioncs cdularcs que 

in\'Olucrao cilocims. La cxprcsión c:omtitutiva y ..u inkccioni:s de lm citocinu puede -

determinada en el cerdo ~ ribo90ndas npedficas tmldiiime la técnica de bilriMci6n 

In sinL 



DISERO EXPERIMENTAL 

La obtención de Is.. nbo90ndas se realizó partiendo de cDNA (de plásmido o de 

producto de transcripción reYCfSll) para emplearlo en reacciones de PCR y obtener el DNA 

molde ncccsario para la.• rcaociones de transcripción In vltro; la estrategia fue la siguiente: 

cDNA con 17 } Oligo 5' con el promotor 17 Tmnocripción In vlrro Sonda sentido 

Oligo 3' sin promotor. 

cDNA con SP6 } Oligo 5' sin promotor Transcripción in v/tro 
Sonda antiscntido 

Oligo 3' con el promotor SP6 

La cstandarizJición de la ISH se realizó tomando como control positivo de la co!cnica 

al gen de la ¡l-actina que c. una protcina constituti\'a del citocsqueleto de las céluls.. 

cucariotas. Otro rontrol empleado fueron células mononuclcares de sangre periférica de 

cerdo acti\'lldas con ÜJncana\'BIÍM A para inducir la expresión de las citocinas que se 

qucrian estudiar y tomar estas c<!luls.. como un control positi\u de cxprcsión. El control 

negativo de la tc!cnka fue la utilización de la sonda sentido que posee la misma sccucncia 

que el rnRNA por lo que idealmente no debe lubridar y por lo !Alllo no debe verse sctlaJ, lo 

que asegura que una 5d\al positiva ron la 901ld4 anti.'ICtltido c. indicativa de un resultado 

posithu cspccUico para cada citocina. 

Se utilimron mucruas de yeyuno de cerdos sanos de 8 9CmaJIU de edad y 2 

9CtnllllllS postdc.stc:te, fijada.t con una solución de ¡:iara-fonnaJddúdo.Jisim-periodato (PLP) 

e incluidas en pmafma. 



MATERIAL 

Phismjdps 

Para la obcención del ONA ~ para la producción de noollOndas de IL-2, IL-
4 y P·actina. se partió de plásmidos que contenlan el cDNA que codifica para cada uno 
de estos genes. Las CA01Clerisücas de estos p!Asmidos se muestran en la cuadro 1. 

ra la obcención de nbosondas. 
CAR.U.TER STICAS 

Es un fagémido de 2958 pb. En el poli lin.kcr posee los 
promotores de: lmll!ieripción T3 y TI para procarion1c:s. PoStt 

~~~~~~~~~-+:rc:sc::.::ist=.::cnc;:.=ia=,;;:a;.==.:ic~i~~·S_l_mtA~-cnc:~~l.~~~~~~~~~___. 
pUCI 9-2•• Contiene la secuencia del cDNA que codifica para la IL-2 

(573pb) de: cerdo, con un peso total de 3259 pb. Poxc el gen de 

pUCl9-4•• 

p23.I .. • 

PBAC 

resistencia a icilina. 
Contiene la sccucncia del cDNA que codifica parn la IL-4 
(490pb) de: cerdo, con un pcso total de 31 "/6 pb. Posee: c:I gen de 
resistencia a icilina. 
Contiene la sa:ucncia del cDNA (2.0 lb) Je: la P·actina de 
fibroblastos de: humono clonada en la posición Bam 111 dentro 
dc:I •ix:tor pGEM-4Z (Pro11Yga Cat. P2151). Po"°" dc:I gen de 
rcsislencia a ampicílina. El péSO tolAl del plásrnido c:s de 
4 743pb. En c:I poli linkc:r se c:ncuentran las 90C\lCOCÍaS de los 

romotorcs de transcri ión SP6 · n · ntcs. 

Posrc el cDNA (2.0 lb) dc la Jl·actina de tibroblastos de 
hwn:mo, clonado en c:I sitio Bam 111 dentro dc:I •=tor pBS 
SK+/., El peso 101al del pl!smido es de: 4958 pb. Posc:c 
resistencia a ampkilina. Este plá.!mido fue parte del trabajo 
rc:a!inido en esta 1csi5 Ver ice 11 . 

Plásmido donado por la M en C. Elba CatTillo del Dcpartammlo de Gc:nkica y 
Biologla Molocular de CINVESTAV-IPN. 
• • Plá.vnidos donados por rl Ph D. Michacl Bailc:y de la Universidad de Bristol. Inglaterra. 
••• Plásmido donado por el Dr. Efrain Oanido del Ocpartammto de ~ica y Riologla 
Molecular del CINVEST AV-IPN. 

:r~ JS CCN 
FALA r [ CR:GEl! 



Para la obtención de plAsmidos a gran escala, fue nocesario transformar células 
bacterianas con los plásmidos deseados. Se partió de una ccpe de E. col/ rornpctentc (ver 
apéndice 11) romo la cepo DH5a a la que se rcaliz.aron las trllruiformaciones ~(ver 
apéndice 11) para obtener las siguientes cqias: 

Cuadro2. Cepas de trabajo para la obtención de plásmidos. 

CEPA CARAcn'R ISllCAS 
DHSa Cepa de Escherlchla co/i Genotipo : F' lcnd A 1 hsdR J 7 <r•~ ') 

:rupEU thl· J Rcc A I gry A (Naf) rr/ A 1 ,j(loc/ZY A-argF) U/ 69 
ikoR ('1>80dloc,d(lacZ)M/$) (Catálogo de Biolabs. 1999 pp 
2741. 

CIL-2 DHSa transformada ron pUCl9-2, que le ronfierc resistencia a 
•mnicilina. 

CIL-4 DHSa transformada ron pUC 19-4, que le ronficrc resistencia a 
~icilina. 

Cp23.I DHSa transformada con p23. I, que le confiere resistencia a 
1 -~icilina. 

CpBAC DHSa transformada con pBAC, que le confiere resistencia a 
1 111nnicilina. 
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A. Obtención de rlbosondu 
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B. Hibridación In sltu 
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METODOLOGÍA 
NOTA: 

TODAS LAS SOLUCIONES FMPL.E.ADAS PARA ESTAS TEcNICAS FllERON TRATADAS CON 
DEPC (V« apfndioe 1) Y SIEMPRE SE USARON OUANIBS AL lllABAJAIU..AS. 

A. Obtención de ribmondu 

Se tomaron mueslras de sangre periférica de un cerdo de 40 kg de peso con 

cisticercosis (infectado expcrimr:ntalmme) de la granja de la FllCUl!ad de Medicina 

Veterinaria de Ciudad Universitaria (sangre proporciomda por el Dr. Marco Bonilla del 

Instituto de Investigaciones Biom6dicas de la UNAM). Con esta san¡¡re, oe realizó la 

oepm-ación de células monoouclcan:s modianle Ficoll-hypequc (densidad de 1.on ¡¡/cm'} 

(Th'lyum, 1976). La sangre !IC obtu•u usando EDT A como llDlicoagulaole y oc diluyó 1 :2 

con IIBSS- (Ver apéldice 1). A esta mezcla de sangre : IIBSS-, 1C le adicionó medio 

volumen de FicoU-h)-paquc estéril (SIGMA) con una jeringa ~' y cstáiJ a la que sic 

acopló WlB aguja cah"brc 18 de 6 pulgada.' de longitud (Pippctting stainlcss stecl 

Biomodical nca!les. Powcr 8:. Som , lnc. Cat. 7937 6E.A) tambii!n estéril. La aguja oe 

SUJtlCl'gió nlpidammte hasta el fondo del tubo y con mucho cuidado sic adicionó el FicoU 

lentamen1e pani oo ro~ las dos fa9C:S que oe ~n. La sangre estnitificlda :10bre el 

colchón de FICOll!byp&que, !IC CCIJlrifu¡¡ó a 900 x g, 45 min a ~ ambicnlc.. 

Después de la ccntrifu¡¡ación, se oq:có la U.crlax de las céJulm monoouclearcs que IC 

fonro entre el llBSS- y el Fiooll E.!laJ células oe lnaron 2 wa:s con HBSS-a 100 x g. 

por 1 Smin y ,., resuspcndicron en el mlnimo "'lumai de HBSs- pwa ~ en una 

cánw-a de Neuhmucr en una dilución 1:2 con ami de tripmo (al 0.2 %) pwa obtaa d 

porcenlajc de viabilidad. El llÚIJa'D de célulu oblaiidas se ajmló a 5.0 X lo' c:élWat por 

mL m RPl\.fl-C (va~ 1) y*' incubó SOO µl.. por pom en una placa de 24 pozos 



con 5 f18 de Con A en RPMl-C o 37 ºC y 5 o/o de C02. Las células se cosecharon a las 6, 

12 y 24 h; pum rcoli7.or RT-PCR e ISll (Ver Figura 5). 

El cálculo del número de células en la cámarn de Neuhauer ""reolizíi promediando 

el número de células en los 5 cuadrantes y se multiplicb por 10 000 (Ver figura 5). Todo 

se hizo por duplicado: Número de células totales ·· Promedio de k>s 5 cuadrantes • dilución 

de la muestra• 1 O 000 . 

Se hiw una muela dr 
\.DOgJC C'nl llBSS m 
panes igu:alcs 

11 • 

Se la\·ó 2 \'C'CCS 

"'" 111\SS--........ _ .. 
Se 1.:untaflwi la\ c.tlulu con 
arul dC' tr 1pano n1 una l"'.8.mara 
Je- ~cuhaua·. 

SC' le adicionó lentamente 
''> volumm de fiooll al 
fmdo del tubo sin meu:lar 
con La sanpe 

11 • 

Se KJlMÓ la in1crfa.w: 
blan<¡u«ina de 
mmoouclmrcs 

........ _ .. 

Se a:n&nfll&6 • 
900gpor0 
min 1 tcm. 111111 

C. mmonudcares 

F icoll'llypequc 

Glóbuloo ro;.. 

-E¿'i] 
n:alu. ISH o 
RT-PCR 
- -~----

Figura 5. Ohlenciún ) cultivo de célulM mononuclcan:s sangulncas para b extracción de 

RNt\ total 
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Se cosecharon las células • las 6 h y se sedimentaron 100 x g. por 3 min, 1e 

desechó el sobn:nadante y el botón de células se dejó secar por S min y se congelaron 

Wn:ctamcnte en nitrógeno liquido (·142 °C) guardándose a -70 "C hasta la extracción de 

RNA total. Las células destinadas para ISH, también se co:iccharon a las 6 h y se realmiron 

frotis con 150000 células en WI C)1ospin (Shandon). 

E:c!rerrlón de RNA total dr rllul@ fOI! TRIZOL 

Las células guardadas a - 70 "C se dc9oongclaron e inmediatamcnlc !IC lisaron oon 

lmL de trirol (GIBCO CaL 1029Mll0). Se pasó la mc:ziclD varias veces a través de una 

pÍpela de 200 µL para fnorcca- el lisado. El 11-io ac incubó 5 min a temperatura 

ambicnle. P.-lo el tiempo, se le .Jicionnron 0.2 mL de clorofonno, !IC agitó la mezcla 

vigorosamcnlc con ID mano por 15 segundos y ., incubó 5 min a 4 "C (en una cama de 

hielo y agua). Dcspub sc centrifugó 11 JO 000 x ¡;. por 1 5 min a 4 "C. Se separó la fue 

acuosa 1 la que se le a!UdK:ron 0.5 mL de bopropanol fria por cada mL de trizol Se 

incubó en hielo por 1 O min y se =itrifugó a no m\5 de 1 O 000 x g por 1 O min a 4 "C. Por 

úhirno, la JllL.«lilla se b\"ó con 1 rnL de etanol al 75 ~•-DEPC<\"/v) (Vct" apéndice 1) y 9C 

centrifugó a 7600 x g por 5 min a 4 "C. Se d=ulló el !IObrcnaJante y la pastilla se dejó 

secar JO min 1 tm1JlCl"lllura ambiente y se rc:suspcndió en :?O µL de agua-DEPC. 

Se CUMtificó el RNA obleniJo y se verificó su integridad en wi gel dcsnaturalmnte 

(\'tt apéndice 11). Este RNA se empleó para rcaliz.ar una RT·PCR y asf obtener el DNA 

molde para sintetimr la ribasonda para la IL-10. 



E.xtrocr/911 de RJll¡f total de triide Ol!tqtinol ron TIUZOL 

Se obluvo una porción de 2 cm de )'C)'WlO de cerdo normal y ac enjuagó con PBS

DEPC e inmodiatamente después se colocó en solución D 5.5 M (ver apéndice 1) coroo 

medio de llllns¡X>rte. lnmodiatamcntc después !IC le adicionó lmL de triml fria a 

aproximlldamentc 1 O mg de tejido y 11e procedió a triturar el tejido previa.l:neme congelado 

en nitrógeno liquido (lodo cslo en un mortero dentro de nitrógeno liquido) basla obtener un 

polvo muy fmo. Ya triturado d tejido llC dejó descongelar y 11e siguió el protocolo pua 

cxtracci6n de RNA tolAI de <:<!lula!. 

Trqms:riDció11 mrm• 

Con esta reacción, ac obtuvo DNA de una 1ala cadena oomplcmemario al RNA 

maisajcro (cDNA) a partir del RNA cxtraldo (tramcripci6n =->· El protocolo fue el 

siguiente: 

Se realizó la siguicnle mocción: 

Tabla 1. ~ do tranocripción rna-u 

REACTIVO VOLUMEN 

RNA total ( 1-5 µg o 50-500 ng de mRNA) volumen de 9CUICldo a la concailrllción 

Oligo (d11u.11 (500µg/mL) (Rochi:) 1 µL 

Agua-DEPC c.b.p20 µL 

EstJI mezcla de l"C8Cción oc c:alalló a 70 "C por 1 O min e inardietemcnle ae dejó 

enfriar en ruelo por 10 min. ~ !1C caJlrifuaó 10000 X &. por 1 mm y !IC le 

adicionaron los si¡¡uienles rca::tivos: 



ew e= steé:: 

Tabla 2. Contu...ci<ln de i. r-.::ilJn de 1nKU<ripci6n ~ 

REACTIVO VOLUMEN 

Btifu )"llU'll la primua cadena S X 4 µL 

DlT (Ditiotrcitol) 0.1 M (Roche) 2 µL 

dNTPs 1 O mM (Rnclic) 1 µL 

Se mezclaron todos los reactivos )' oc incubaron a 42 "C por 2 minutos. Después ., 

le adicionó 1 µL (200 U) de la c:m.irllfl Super Scripl 11 (Roche) y 9C incubó a 42 "C por SO 

min. F"inalmenle se inllctivó la enzima calcnlando la reacción a 70 "C por 1 Smin. Con ble 

cDNA se rcali7.6 una PCR para obtcrM7 DNA de 11/ 1 O. 

Se realizaron reacciones de PCR partiendo de DNA de los plásmidos pUCI 9-2 y 

pUC 1 ~ y el cONA total obtenido mediante una l'CllOCÍÓo de transcripción TCYCnL Los 

oligonuclcótidos que se ~lcaron en las reacciones de PCR J.lcvah&n la lilCCUCncia de los 

promotorcii de transcripción de procarioolcs SP6 )' 17, discftados en el programa OUGO 

(vcmón 4.2 J"llU'll MAC) a pm1ir de la !ltlCUCUCÍa publicada del mRNA de cada intcrlcuclna 

{Birl; y Grim, 1994 ). La llCCUCOCia de los promotores de transcripción en procariontes SP6 

y 17 es la siguicnle: 

Promotor TI ; S ' T AA TAC GAC TCA T AG G 3' 

Promotor SP6 : S' A TT TAO GTO ACA CT A T AG 3' 

Estas KCUCncias fueron obtenidas en el eal!logo G 1 BCO de 1998. 

Con cotos oligoruclOOtidos se n:ali:.rsroo todas las ~iones de PCR que llC 

mencionan en ~ tesis. Al mi:5mo tien~•>. pano las inlcrlcucin9s 2 y 4 x realizaron wm 

mioipn:ps (>tt apéndice JI) roo las ccpu 0~2 y Cll.-4 donde obt!Mmos 9U1icicn1c DNA 

molde ¡.ra lu l'C90Ciooes de PCR. Pwa realizar las micciones de PCR ., siguió d 

siguimk protocolo: 
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Tabla J. Reoccion .. de l'CR 

Reac.-tlvo/DNA 11n .. 1 IL-2 + IL-2- 11..--4 + 11..--4 - IL-10 + U-JO-

(µL) (µL) (µL) (µL) (µL) (µL) 

Búfcr IOX IX 5 5 5 5 5 5 

Mg" 150mM l.5mM l.S 1.5 l.S 1.5 l.S 1.5 

dNTPs2.SmM 0.2SmM 4 4 4 4 4 4 

Oligonuclcó- Oligo5' GOi ¡2 011 ¡2 H03 ¡2 H02 ¡2 GOi ¡2 G06 j2 

t.idos (200 ng) Oligol' AOS 12 Ol2 12 002 12 003 12 FIO 12 001 ¡2 

Taq Pol 2.S U 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

DNA 200 n¡¡ Dqicndicndo de la corx:aillW:ión de cada DNA 

Agua·DEPC c.b.p50 µL. 

En la tabla 3 1e muestran las sialu: 001, A05, Ol I, 012, H03, 002, H02, 003, 

008, Fl O, 006, 007 de los oligonucleótidos que .e di!dlaron para obtcnrr DNA de las 

intc:rlcucinas con los promotores SP6 o T7. 

Las condiciona de reaoción en el cuo de IL·2 e IL-4 fueron: 94 "C por 5 minutos 

1 ciclo, 94 "C por 1 min 30 9Clt. 72 "C por 1 min 30 iieg. 62 "C por 1 min 30 q. 72 "C S 

min, por 35 ciclos y un ~o final de 4 ° C. En cJ cuo de la IL-10: 94 "C S min 1 ciclo, 

94 "C 30 ocg, 64 "C 30 1eg. 72 "C 30 q. por 30 ciclos , 72 "C por 5 mm. y WJ oq¡mmto 

final de 4 "C. Las condiciones de PCR de la IL-4 fueron cstabkcidas por el Biol Luis A. 

Caldc:rilla y las condiciooes de PCR para las IL-2 e IL-1 O fueron obtenidas dunmlc el 

desarrollo de csu tesis. 

Los productos de PCR obtenidos, 1e purificmon a tni\á del kit: Aprosa Gel DNA 

Extracción Kit (ROCHE c.at. 1696505. V cr apbldice 11 ). T cnnimda su purificación .e 

\'Olvió a con= 1 µL de la D"UCSlnl en un gel de aprosa al 1.0 % y .e cuadificó por 

cspectrofotomeuia y por una placa de aproa (-u aptndioc ll). E.te producto de PCR 

tJevai. ya la ~ de los promotoRS de lnllm:ripción T7 y SP6 i-- procarionles. coa 

los cuales 1e rcalU.aron las rcecciones de 11 amu ipci6n bt vltro psa oblener las ribotondas. 



ObtmcJón tfel mo/tlt de DNA de D-tu;tl11a 

Se rcalizD una nliniprep (Ver aptndicc 11) de la cepa Cp23.1, pea extraer p23. I el 

cual fue purificado por extracción fc::nólica (Ver apéndice 11) y posteriormente, se 

linearil.ó con la Ctl7.ima de restricción Eco RI. Este plásmido lineal oc~ como molde 

de DNA pera obtcna la sonda atlliscntido (-) en la tramcripci6n In vltro. Asf rnisrn:>, se 

realiz.ó una rniniprcp de CpHAC para obtener el plásmido pBAC, el cual oc purificó por 

extracción fenólica. Este DNA"" lincari7.6 con Xbe 1 y sirvió como molde de DNA pani 

obtener la liOOOa ocntido ( +) meJianle la tramcripción in vttro. 

La suh:lorw:ión del cDNA de la f\-actina "" rcaliz6 en pBS SK +/- (Vcc aptndicc ID 
con la finalidad de obc~ la sonda ocntido con la enzima T7 RNA po~ (Ver 

resultados). 

Reacciona de lineariniclóo 

El p!Asmido p23. 1 se lincari2Ó con la cnzm. Eco Rl y pBAC con Xba 1 (todas de 

OIBCO). Las reacciones de rcstricción fueron lu siguicnlcs: 

Tllbla 4. ~ de linmriuci<'si 

plJ.I lpBAC 

Plúmldo (10 111 ) Volumen de .cuerdo a la conccnllW:ión del planido 

Blllkr 10 X IX ¡1x 
"&Hdatlt.da Volumen de acuerdo al YOlunai de los plásmódos 

E.d•a ( 10 U/µ.L) IU/µ.L ¡ 1 u µ.L 



Estas reacciones IC incubaron 2 h a 3 7 "C. Postcriormenle IC realizó un &el de 

agarosa al 1.0 ~. para corroborar la lincarización de los plásrnidos. Es importante 

mcocionar que los volummes empicados en estas rcaccioncs dcpcodcn dircctamr:ntc de la 

ooncenllllCión de los plámU<los. Por otra parte también es importanle xguir el protocolo 

marcado en la hoja úcnica de cada cnzimB, según la marca.. 

Partiendo de los productos de PCR de la 11..-2, IL-4 e 11..-10 que cootimm la 

.ecucncia de los promotores de tnuucripci6n SP6 y TI y del DNA de la ~ 

Lincarizado, se rcalinuon reacciones de tramcripción In >'itro plU'1l obtener sondas de RNA 

complcmcnt.ario (nbosonda.•), marcadas ron digoxigcnina-11-1.ITP. La digoxigcnina (Dig) 

es un csicroidc ohecnido de la planta Dlgitalis purpurra que 1C une covalcnlcmmtc al 

carbono 11 del uracilo o la adcnina. Para su detección IC cq>leó un anticuerpo lllllÍ-Dig 

conjugado ron fosfatasa alcilila (FA). La reacción se hizo cvidc:n1c con la adición del 

sustrato 5-bmmo-4-cloro-3-indol fosfilto (BCIP) y el cromó¡¡cno, cloruro de nitroazul de 

tctrazx>lium (NDT), producieruo wt precipitado que va del color rojo a morado. 

Las reacciones de tnimcripción In v/tro, se realizaron mediante el siguieole 

protocolo: 



*n''*"t 

a) Para obtener las sondas de P-actina: 

REACTIVOS ( 1 fiaal Eco RJ I T7 RNA Xba l IT7 RNA 

polimerua (-) poiimerua (+) 

(jlL) (µL) 

B<úer 1 OX (Roche) I 5X (GIBCO) IX 2 4 (GIBCO) 

RNTPs (ATI',CJl>,GTP, 10 mM, lmM de ATP 2 1.6 

lTJl> 6.5 mM) (Roche) CTP, GTP, y 

0.6S mM de 

IJil>. 

DI0-11-1.íJl> 3.S mM (Roche) O. 3SmM 2 Stoclc lmM: 2 

lnhibidor RNAsin 20 lJlµL 0.5 U/µL 0.5 DTfO.I M: 1 

(Promcga) 

DNA 1.0 µ¡¡ IOOng 

~DEPC c.b.p 18 µL 

Enzima 2 2 

b) Para obtc:ncr las sondas de 11~2. 11'"'4 e IL-1 O: 

REACTIVOS 1 1 fiaal DNA(-) DNA(+) 

(Roc•e) (µL) (jlL) 

Bófcr IOX (Roche) IX 2 2 

rNll's (A 11',CTP,GTP, 10 mM, lmM de ATP ,CTP 2 2 

UTP6.5mM) ,OTP y 0.65 mM de 

lITP. 

DIG-1 l·t.m> 3.5 mM 0.3S mM 2 2 

lnllib;dor RNAsin 20 UlµL O.S UlµL 0.5 2 

DNA 111& X X 

A¡ua·DEPC c.b.p 11 µL 

Emiam SP6: 2 T7: 2 



DNA (-): es el DNA que contiene la l<CUCllCia para el promotor de lnmcripci6n 

pnra SP6 y se transcribe con la en7bna SP6 RNA polimerasa. DNA (+) colllienc la 

socucncia para el promolor de lranscripci6n p..-a TI y se lnlmcrihe con la cnzinm TI RNA 

polimerasa. 

Escas reacciones se incuboron 2 h a 3 7 "C. Tramcurrida la primera hora de 

incubación fue IWlCC<llrio adicionar 1 µL cxlra de la enzima SP6 a los cubos 

corrcspondicnles para Wlft mtjor eficiencia en el mucajc. Al lcrminar las dos horas de 

incut.ción se le adicionó a cada 1ubo de reacción 1 U/µL final de DNAsa libre de RNAsa 

(PROMEOA Cat.M610A) y sc incubaron 15 mio a 37 "C. Poslcriormcnte !1C dctlM> la 

rc:acción con la adición EDTA a una concentración final de 0.02 M (es decir, una diluci6n 

1 :10 de EDTA 0.2 M), adema. se les adicionaron 2.5 µL de LlC4 4 M y 100 µL de etanol 

absolu10 frio. Se me:rdó ligcramcn1e y"" =itrifugó por 30 min, 10000 x g a 4 "C. Puado 

el tiempo se dejó escurrir al máximo el alcohol y 1e ~ió el RNA en 20 µL de agua

DEPC. El RNA ol:t(cnido sc gua."'\16 a -20 °C. l.a sonda asl guardada es CslAblc por 1 afio y 

a - 70 "C por más tiempo. 

PrtrITié" dr la.r so11d4t por do! blot 

Se colocó 1 ¡lL de nuestro producto de tramcripción In vltro sobre una mr:mtnna 

de nylon (Amerslwn) y"" fijó por Wlll hora a 80 "C. puesta la mcnilnna !IObrc \DI pipe! 3 

MM. Pasado el tiempo, "" colocó dentro de una bolsa de plhtico y ac lavó con bófi:r de 

lavado (BW) por 3 min, dcspub"" bloquo6 la nw:nb-ana por 30 mio con búkr de bloqueo 

(BB) y cmegWda "" le adicionó el anticuerpo (Roche Cat. 1093 274) en una diluci6n 

1 :5000 en BB y "" incubó 30 min a lallpCralura ambiente. Po.aaiorrnailc "" lavó 2 veces 

con B 1 por 1 5 min. Poslcrionncnle "" cquilibr6 la membrana con B3 por 5 min y 

postaiormcole se le adDonó la oolución de color (SC) y se io:ub6 toda la nocbt en la 

o9CUridad. Al siguicnlc dla., dctlM> la n:acci6n ron 1111 lavado de IB pH 1.0 (wr ap!adjce 

l) por 1 O min. 



'l Mrt $"= S!tet: 

Por último se cuantificó la concc:ntración de RNA marcado en la mezcla de reacción de la 

siguicnle fonna: 

1:2 

1:121 

l • • a 
0 
o 
o 
o 

2 J •• QGD 
G0 
00 
o 1:32 

1:16 

Se rcalizllron diluciones dobles de RNA marcado 

proporcionado por el Kit de detección (DIO DNA Dctoction Kit 

de ROCHE Cat.11 75 041 ) cuya concentración fue de 100 ng de 

RNA marcado por ¡ú., partiendo de Wlll solución 1 :20 como 

stoclc en agua-DEPC (carril 1 ); asl mismo se realizaron 

diluciones de las rroestnis problcna (carriles 2 y 3) que se 

desearon cuantiflCIU". Posteriormente se realizó la siguiente 

opcreción: 

1. La 6ltima dilución en la que se vio la marca del RNA patrón fue: 1: 128 

2. La última dilución en la que se vio la marca del RNA de la muestra 1 fue : 1 :32 

3. La 61tima dilucibn en la que se vio la marca del RNA de la ll1LICStra 2 fue: 1: 16 

Con estos datos &e obtuvo la concrntración de RNA marcado en la mezcla de reacción: 

[ RNA marcado) - últina dilución de la ~ X conccnuación del palrÓn 
última dilución del patrón 

Por lo tanto: 

[ RNA marcado de la mucstr11 1 ) • _.ll_ • 100 ng /µL q 25 nglµI. 
128 

[ RNA marcado de la imestra 2) • 1§_ • 100 nglµL • 12.5 ng.iµI, 
128 

Coa estas oo00CIJll10Cionca se dctcnninó la cantidMI de microlitros ~ de 

cada 90ada para ajustar a 1 q de RNAI mL de búfcr de hibridación. 



B. Hibridación In 1l1u ( ISH) 

Obtysclón de las muqtrqs 

Tejidm 

Se emplearon dos muestras de yeyuno de cerdos sin infi:cción de 8 - de 

edad. E.sw muestras "" fijaron con PLP (para-funmldchldo, lisina y pcryodalo) (Mc[.Qn 

y N al:ane, 197 4) por 24 h a 4 "C. Después "" dcshidralaron y "" incluyeron en parafina. Se 

obluviemn cortes de un espesor de 5 micras en un microtomo (Lcica RM 2025) y llC 

depositaron en laminillas cubirttas prcvimnmle con orgaoosilano (y-Methacryl oxypropryl 

trimclhoxysilanc de SIGMA CatAlogo 6514) al 2~. en acetona (va- apéndjcc 1). Las 

laminilW se dejaron sccat toda la noche a 37 "C. También "" t.rabejaron muestras de 

intestino porcino inf~n cxpcrirrcntalmce con T. :rplralls, con la finalidad de 

dctcrminar .; el si..icnu de ISll es capaz de rcvrlar la expresión difcrcocial de ci%ocioas, 

durnnte Wlll infrcción companido con un tejido control 

Células 

Se tomaron mucstraS de sangre pttili!rica de un ocrdo de ~ de 45 ka de peso 

infectado con cisticercosis. Con la sangre comeguida. .., realizó la ~ de ctlulas 

monolllJClcaros mediante Ficolllhypequc (va- oblcnción de ctlulm ~ pma la 

cxtnocción de RNA total) y llC incumron poc 6 h i-a realizar ISH de los mRNA de la 

IL-2. 4 y ¡i-."tina; y 24 h para la lL-10. Se CllOOlltró que a la 6 b hubo un mUimo de 

c:xpl"C'5ión de mRNA de IL-2 e lL-4 (tesa de~ del Biol Luis A. CaJdcrilla). Sin 

embargo ,.., decidió coDlinuar con la incuh9cibn i-a las 24 h pea tc:ntt e&.- que 

posibbnr:Bc ~ en JDa)'Ot canidad algUn mRNA de las cilocinas que llC Clfabm 

bt-.do y 1-= mas visiNc su cxpr-esibn poc !Sil 



S'fn'r S'ftt 

Ya oblenida.! las células, se rcalimron frotis en spot (con un Cylospin J (Sbandon) 

a 2000 rpm por 3 min) a una conocntnlCión de 1 x ICf células por mL sobre laminillas 

siJanÍ7.adu. Los frow se fijaron con p-formnlJchlJo al 4 v. en PBS-DEPC (ver apéndice 1) 

por 30 minutos, después se lavaron en PBS-DEPC por 1 O min a lc:mpcratura ambiente. Se 

dejaron secar y oc guardaron a 4 "C hasta su u.so. Las muestras as.I fijadas y guardadas oc 

coMCrYan por un ano (llerrigton y McGcc, 1992). 

Pr""1/gmkrrto á< I@ mHqtrw 

l..115 mucstnu de trjido oc despara.tinimron 1 h a 60 "C (temperatura de fusión de la 

parafina) e inmediatamente oc pasaron a xilol por 30 minutos. ~ las laminillas oc 

hidrataron a lnl\-és de alcoholes ocriados (100, 90 y 70 %) preparados con agua-DEPC y 

por úhirno en PBS (ver apéndice 1). Después oc pasaron a una solución de 10 µglml.. de 

proteinasa K (GIBCO Cat. 2SS3Q..0.49) en Tu pll 8.0 (YCr apéndice 1) por IS minutos a 37 

"C. En el ca.'° de lo• frotis, oc lavaron en PBS..DEPC por 3 rnin y emeguida oc pesaron a la 

solución de proteinasa K por 3 min. Enseguida. todas las 1aminillu oc colocaron en una 

solución de glicina al O.S "/o en PBS por 3 minutos. Después oc pesaron a una 90luci6n de 

trictanolamina O. 1 M , anhldrido adtioo al 0.25 % en PBS y 1C dcshidralaron en etanol 70, 

90 preparados en agua-DEPC y 100 %. !..as 1aminillas se dejaron ICCaf 1 h a ~ 

ambiente. 

Las ou:stru 9C incutwon con 20 µl. de mett1a de pre-hiiridllción que consilte ea 

fimnamida al SO%, SSC 4X (car.io.NaCl: YCr apttidicc 1), EDTA 2 mM, 250 µg'ml. de 

lRNA de le\-.dun (GIBCO Cat. 16051-039), suiÍlllO de dcx!rin al 10 % y 901ucióa de 

Dcoh.drt al 1 X (Dijknmi ''al., 1995). Postcrionn<Uc la llmaiDoia., c:allClllaron en un 

horno a 94 "C por 4 millulos e rm..tMcM!WIMe ., colocaron 91>\'.re una cama de hido 



duran1e 1 S minutos. Pasado el tiempo, 11e colocaron en una cAmara de SSC al 0.2 X (Ver 

apáidice 1) y formamida al 30 % en agw> y ,., incubaron 1 h a 60 "C, tcmpentura 

promedio roquerida por las 90ndas. 

A las muestras ,., les agregó la men:la de hibridación que comiltió en la riboaonda 

nwn:ada (1 µglmL) en búfcr de prdu1ridaci6n (""'" ~ 1) que., calmó ¡:reviamem.e 

a 60 "C por 10 minuto• para desnaturalizar el RNA, e inmedP.•....,...e dcspub,., colocó 

en hielo 1 S min. Las laminillas ., pusieron en la misma cama de IOnnmnida ocupada en la 

~hibridación y ., dejaron toda la noche en un t.llo maria a 60 "C. Al dla siguime, ., 

removió el cxces> de la 90nda, con lavados - de astringencia de tales (dado por la 

concemración de citrato de IOdio del SSC) y a la misma ~ de bibridacióo 

(60 "C), los lavados que "" realizaron fueron los si¡¡uicn!cs: SSC 2X por 1 S minutos, 

después"' incubaron con RNA.sa tipo A IOµglml.. (ROCHE CAT. 109 142) en TN propio 

para esta enzima (Tri< HCI 10 m.'-1 pH 7.5, NaCl 1 S mM) a 37 "C por 30 minutos, después 

se lavaron con SSC 2X 1 S min a la tanpcratura de hibridación, emcauida ., reali7aron 3 

lavados de 10 minutos cada uno, con una mezcla de fonmmida al 60 % y SSC 0.2 X. 
después se la\von con SSC 2X, todos esaos lavados a la tempa'lltUn de bibrld.ción; 

cmcguida !IC lavaron con TN pH 7 .S por 1 O min., por último se incubmon con büfior de 

ácido rmléico-NaCI (""'" apái<licc 1) a ~ura mnbiente por 10 min. (Schmd ~tal .. 

1996). Finalmente ,., bloquearon lu laminillu ooo un ~ del kit DIO DNA detection 

(ROCHE. Caálogo 1 175 041) al S % en búh de 6cido ma16co-NaCI por 2 h a 

~ambituc. 



Pekcdó,,, Método no jsorópico: inarunodeteccjón 

Dcspub de bloquear las laminillas, se les adicionó el anticuerpo -i-Dig 

conjugado con fosfatasa alcalina (FA) (ROCHE Cal. 1093274) a ima dilución 1 :200 en 

búfa de bloqueo al 1 % (ver apéndice) y se dejaron toda la noche a 4"C. Al dla siguiente oc 

lavaron las laminillas en TN con Tween-20 al 0.1 % por 10 minutos, quido de UD lavado 

con TN por 1 O mio a t~tura ambiente. F.mcguida se les adicionó In 90lución de color 

que contiene NDT/BCIP en búfer de TO.. HCI pH 9.5, NaCI, y MgCb (ver aptodicc 1) y oc 

incubaron a t~ura ambiente en ima cámara húmeda y oscura. Se nxmitorcó In 

reacción de desarrollo de color cada media hora con In ayuda de un micro11COpio óptico. 

La loctura y el im6lisis de los rcsuhados 1e realizó a través de UD -iizador de 

im!gencs mediante el programo lmage Pro plus versión 4 Jlllíll Wmdows (Media 

Cybcmetcis EEUU). 

Controln 

A. Control positivo: 

l. Célulm mooonucleares de WJgrC pcri2rica de cerdo estm•Lwla• 6 y 24 h con Con A a 

37"C. 

2. Control positivo de la tialica: Se mó IHctina como gen comtitutM> de las cé1u1ia. 

B . Control negativo 

1. llibridación con la ribo900da -W + ( la milma --..cía del mRNA). 



RESULTADOS 

A. Diselo de las ribosondas 

l. Diselo de los oligooudeótid09 (olig09) 

Según la mctodologJa propuesta. fue ooccsario el di3dlo de oligonucleótido. 

c:spcctfiros pera lils sondas que utilizamos en la lécnica de lnlridaci6n In s/IM. El dixfto de 

los oligonucleótidus se rcalizh mcdWne el software OLIGO YenlÍÓn 4.2 para MAC, 

obteniendo las siguicnles occuencias: 

IL-2 (Gooda/ n al., 1991) 

a) Oligonucleólidos para obtcnet" el molde de DNA que codifica para la sorda 9eUlido con 

el promotor T7 (letras en negrilAs ): 

OligoS' 

Oligo3' 

S'TAATACGACTCATAGGAAC aT sCA CCT ACT TCA A,C TCT AC3' 

s· 1TC AsT ,rr &Al TAa AT1 CTT T&A e J' 

b) Oligonuclcótidos para obtener el molde de DNA que rodifica para la sonda~ 

oon el promotor SP6 (letras en negri!As): 

OligoS' 

Oligo3' 

S' AAC aT aCA CCT ACT TCA A¡C TCT AC J' 

s• ATTTAGGTGACACTATAG1TC AaT 1TT &Al TAa AT1 CTT TJA C3' 



JL4 (IJaJlq et 111., 1993) 

a) Oligonuclcótidos para obtcnc:r el molde de DNA que codifica ¡:ma la llODda ..nido coo 

el promotor 17 (letra. en ocgrilas): 

OligoS' 

Oligo3' 

S'TAATACGAC'J'CATAGGCAC CIT ACA "&A &AT CAT CAA AAC C3' 

s· CTT crr aC TTC Ala CAC "--' ACA 11 3' 

b) Oli¡¡olJllClcótidoa pano obtcnc:r el molde de DNA que codifica ¡:ma la 80nda enri.wDido 

con el prorootor SP6 (letras en negritas): 

01i¡¡o5' S'CAC CTT ACA "&A &AT CAT CAA MC C3' 

Oli¡¡o3' S'ATTTAGGTGACACTATAGCTT CTT aC TTC AT1 CAC A&A ACA al' 

llAO (/Jhutcllo n M., 1995) 

a) Oligonuclcótidos para obtaa- el molde de DNA que codifica ¡:ma la 90nda ..nido con 

el promotor 17: 

OligoS' 

Oligo3' 

S' TAA TAC GAC TCA TAG G "&A JAa TIA T11 uA uA T 3' 

S' CAa "&A aC TCc ¡TA AAT AA 3' 

b) Oligonutlcótidos para obtcnc:r el molde de DNA que codifica ¡.rala 90nda .m;..,,m 
con el prorootor SP6: 

OligoS' 

OligoJ' 

s· "--' sAa TaA Ta aA aA T 3' 

S' ATTTAGCTGACACTATAGCA¡ "&A uC TCc 1TA MT Ml' 



Para realiur el disct.o de los ol.igonucleótidos ., siguieron los si¡¡ulentcs 

panlmctros: 

a) Que la t.Gº - negatiw 

b) Tm scmtjantc entre el par de 01.igos 

e) Qué no CÚltAn estnJcturas hairpin¡¡ que "°º lulridaciones cntrc la mi!ma -=ucncia del 

oligonuclcótido. La prc3CDCÍa de csla5 cstructuru evita que los oligooucleótidos 9C alineen 

com:ctamentc para cornamu la reacción de PCR. 

d) Qué no generen productos de PCR incspoct6cos. 

e) Qué gcncrcn productos de PCR de un peso de entre 100 y 300 pb. 

2. Obteoci6a de DNA 

a. E:drtlcdón de RNA 

Partiendo de la mctodologia mcnciomda en la llOCción de tmlcriaJ y m!todos, ., 

rcalimron cxtra:x:iones de RNA de tejido y de c&1lu monoouclr:ares de lml&JC pcrifi&ica 

de cerdo (Yer figura 6). El RNA que llC obruvo., mostró lmq¡ro, '*-'>el de tejido (figura 

6A) romo el de células (figura 68), ya que ., obocnvon las t.ndas corrcspondiailes a los 

rRNA 111 S y 2! S (S es la unidad de S-1bcrg) priocipalmcolc. el tRNA y el rnRNA, que 

fue la especie que 9C empleó para realizar lia Ir......, ipción n:YCrsa oon lia cual obtuvimos 

cDNA y de i!stc la.s PPCCRR para oi.c:.- un DNA molde pwa las rc:ax:&>ma de 

tramcripción In vllro. 

El RNA total de las células (fi&una 68), 11C empleó pea oi.c:.- DNA (por RT-PCR) 

cuya 1CCUCDCia fue c:spod5ca pwa la lL- 1 O, lldcn1's de que pome'8 la -=ucncia de los 

promotores de tr809C2 i¡icióo t.ciailnos pwa obccncr lu ribo..tas apropildn psa 

bibridar el mRNA de la lL-1 O. 



Con el RNA total cxtnúdo de yeyuno de cerdo sin infección (figura 6A), se 

dctamin6 la expresión de IL-2, IL--4 ,in vltro, por RT -PCR. 

b. llT-PCR 

Con el RNA mostrado en la figura 6, ., l"Cll!iuron l'CllCCiooes de RT-PPCCRR 

siguiendo la metodologla mencionada en material y métodos. Oln el cDNA obtenido a 

partir del RNA del tejido (figura 6A) ., rcali7.aron reacciones de PCR con oligonuclcótidos 

c:spcclficos para la IL-2 e llA y "" pudo dcmoruar la expresión de mRNA de las cilocinm 

IL-2 (167 pb) e IL-4 (164 pb) co~ con los ¡roductos de las PPCCRR para estas 

mismas citocinns, pero tomuido como cONA molde: a los plibmidos pUC19-2 y pUCl9-4 

(vcr material y métodos). 

Con c:slos resultados (Figura 7, carriles 2 y 3) IC danooitró que el intc:otino de cerdo 

expresa mRNA de las IL-2 e IL--4 en condiciones nonmk:s. 

Para rcalmr ISH .. ., ncccsila de .,odas e>peelficas debidmnmtc nw-cadas para 

detectar la expresión de mRNA. Pma tal fin, sc realizaron reacdoaea de PCR pca oblcmr 

un DNA molde de la IL-2 e IL--4 eqilrando el cDNA ck>oado en los plúmidoa pUCl9-2 y 

pUC 19-4 asl corno oligonuckótido1 copcclfx:o1 para aida inlericucina que conlimco la 

sccuaxia del ¡.-omocor 1-:tcrimo SP6 o T7. Los ¡roductos de PCR oblmidos sc ~ 

en la figura 8, los aMlcs "" cqilcaron para reali:mr lrm9cripci6n ilt Yllro con m cminaa 

RNA polimcw'.- oottapondicucs y mi oblcno:r las 93ndm de RNA (ribowondu) 

espcdficu para el mRNA de la IL-2 e IL--4. 

En el pmel A de la fii¡un 1 ae muestn el produclo de PCR de la IL-2 coa un 

tamallo molecular llpl"Oxm.io de 167 pb. En la fisua 18 se~ los productos de PCR 

de la IL--4, los cuak:s ouc:omm un lam.fto que 00i1eapomk al aipmdo (164 pb). Ea d 

pmd IC. IC IDICOlra d produclo de RT-PCll de la IL-1 o. 
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Figura 6. E/t!ctroforah dt! RNA ~ llt!ln de•- nt cOllMdolta 
des111d--'izlulta 

El piux-1 A COITl"!ql<>ndc a una de las mucsm1s de RNA de tejido lolAI de yeyuno de 
intestino de cerdo. En d panel 8 se mucstnl el RNA de ctlula.• mononuclcarc:s de 5aigr<' 
periférica de ccnlo. Amros geles .on dcSlllllwalizantn al 1.25 % corridos a um corricnlc 
Je 40 V por 60 min. (\n ap61Jioc JI). Estos RNA ~en a¡¡u.-DEPC y se guwdaron a 
-70ºC. 

Se ,.., que el RNA que se extrajo ~ lntq¡ro, ya que 9e o'-n11n las t..das 
definid& corrc..-¡x>nJicntc-s al rRNA llS y 21 S. Con este RNA se rralmwon reacciones de 
RT-l'CR I"'"' la dc:l<"CCión de cilocinas in vitro (RNA Je tejido) y pea obtc:fttt el DNA 
molde y que la riho!IO.-..la de la 11.-1 O (RNA de ctluta.). 



1000 pb -

500pb 

100 pb 

Gel de ngarosa al 1.5 % . 60 V, 1 h. 

Figura 7. Electroforesis de productos de RT-PCR en geles de agarosa. 
(RN.-4 de yeyuno de cerdo) 

Carril 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
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!ltunlra 

Marcador dc l'e•o Molecular (GIBCO Cat.15 6211-50) de 100 ph. 
Produ.:10 de PCR para IL-2 con cDNA 1 
Producto de l'CR PC'R para IL-4 ron cl>NAI 
Produ•:l<' de PCR J"'fll IL-2 con cDNA2 
ProJu.:lo de PCR PCR p.ira 11.-4 ron dlNA2 
Producto de PCR PCR control IL-2 
Producto de PCR PCR <"<>ntrol 11.-4 

Con el RNA obcenido 3 partir de )")Uno de crrdo (Figura 6A)"" rraluó una RT
PCR. con b cual ,,., dct"'--tó b cxrn:-sión de la 11.·2 c 11.-4. Estos produclos de PCR se 
rcaltrJSron a piu1ir de dos cl>NA obccndos del mismo RNA. Solo con el cDNAI se 
lograron obcenct" pmJuclos de PCR par:i la 11,-2" IL-4. l.m !amaf>os m<>b.--ularc5 de la IL-
2 (167 pb) e 11.-4 (164 ph) corrcspo.-.lcn en el ¡;el. ...Jcm.U de que sc comparan con los 
productos de PCR con d DNA control. que es c:I plá.o;miJo que c<lntiene el cDNA de estas 
cilocinas. 
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Para poder rcaliz.ar esta RT-PCR. "" partió de RNA cxtraldo de céJuJas 

monorwclearcs aanguincu de ccnlo cultiv.da5 con Con A por 6 h (rl8Uf'll 68). El lamallo 

de este producto de PCR fue el esperado de 220 pb comparado con el nmcador de lamallo 

molccular (V cr cuadro 3 ). 

En la fq¡w-a 8, se ob!lcrwn los productos de PCR referidos coa el promotor 17 que 

contienen el DNA molde de cada citocina con los cuales "' olicuw la llOnda 9Clll.ido, 

mediante tnur1cripdón In vttro. EslJI 90nda llCDlido poooc la misna 91:CUmeia que el mRNA 

de cada citocina por lo que fueron empicadas COIIX> control oq¡ativo de la técnica. Asl 

mismo los productos de PCR rc!Crido COIIX> SP6, "' ~learon COIIX> DNA molde i-a 

oblcntt la 90nda antiscnlido, por lr"llmeripción In vttro, que conlicnc la secuencia 

complcmc:zuria al mRNA que"" dc9cabe dc:tt:ctar. 

Cuadro 3. Tanallos de los productos de PCR de las difcn:ntes imcrlr:ucims. 

INTE.RLEUCINA PM DEL PRODUCTO 

DE PCR(PB) 

lL-2 167 

[L...4 164 

IL-10 220 

Pllra acgurar el correcto fimciooamicnlo de la tknica de ISH 1oe prodajicroo im pw 

de ribosondas especificas para cJ gen co-SWW de la Jl-ectim, irm>i..:r.ia en la 

li>m.::ión del cilOC!!<¡Ulekto ccluloir. Se obtiM> DNA molde que conlime cJ cONA de la ~ 

..:tina de lumnc. a pmt.ir del p"3mido p23. I y pBAC. En la fiaura 9A 11e au:stra la 

inlcgrida;I de los plásmidos pBAC (wr llpá>dicc 11) y en pmd 98 cJ ~ p23.I 

cxtnúdos por ¡ncipbci6n oon polietikncJicol y purific:ados a travb de fmol-OICI, (w:r 

llp!Diice 11). 
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500 pb 
500 pb 

100 pb 100 pb 

Carril Muestra Carril Muestra Carnl Muestra 
1 Marcador de PM ( 1 OOpb) 1 M1m1dor de P!\I (IOIJ pb) 1 Marcador de P\I 100 pb 
2 PCR IL-2 con promotor T7 PCR.a IL-1 rnn promotor n 2 PCR-IL-10 con promotor T7 
J PCR IL-2 ron promotor SP6 PCR.a IL-4 rnn promotor SP6 PCR-IL-10 con p1omotr SP6 
4 PCR IL-2 rnn oligos ,;cjos 4 PCRb IL-1 con promotor T7 4 PCR conuol sin Dl\A 
s PCR control sin D~A s PCRh 11.-1 con promotor SPIJ 

Flg11ra 8. Eltctroforaú dt D:\'A moldt dt la IL-2, IL-1 t IL-10 para la obtención de rlbosondas en geles dt agarosa 
El DNA molde para !A generación de lu ribosondu de la IL-2 (panel A) e IL-4 (panel B) sc obtuvo a partir de reacciones de 

PCR con 101 pll!.midos plJC19-2 y plJC19-4 El DNA molde para la ribosonda dcll-10 (panel C) i.c obtuvo a plnir de 
reacciones de Rl-PCR partiendo del RNA mostrado en la figura oB Los productos de PCR v de RT-PCR con el 
promotor T7 1if\1crnn de molde pan adquirir la !!Onda sentido y 101 produelos con SP<> sc cmrlearon para las s0ndas 
&nti1Cnt1do de e.ad& atoan& 
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Las 2 bandas que corren en el frente en la figura 9 conespooden a la furma supcr

enrollada y la scgtmda banda de abajo hacia ami. corresponde a la funna enrollada o 

helicoidal Los plásmidos oc pucdc:n encontrar en difcrmtes formas: supcr-cirollado, 

helico ida! y circular relajada y un mismo plásmido puede pre3COlar indistintarncnle 2 ó 3 

formas. 

- Subclonación del cDNA de la P-actina 

El cDNA de la 1\-actina fue subclonado en el wctor pBluocripc SK (Strategenc) con 

la finalidad de facilitar su manejo y obtener la sonda !IClltido. Esta subclonación 1e realizó 

siguiendo la mctodologla docrit.a en el apéndice 11. En la figura 1 O oc muestra el análisis de 

la subclonación del fragmento de la Jl-actina de 2000 pb en el wctor pBS-SK de 2958 pb. 

En esta figura, oc muestran los plásmidos obtenidos de las colonias que poS1blcmente 

podlan tener el plásmido que "" buscaba. Estas oolonm candidatas oc obtuvieron mediante 

la transformación bacteriana con la reacción de ligación para obtener el plásmido pBAC 

(\u apéndice 11). Para dDcriminar si el plasmido obtenido de cala colonia candidata es el 

pBAC, "" rcalimron reacciones de corte gcocrindo9C un mapa de restricción con el cual 1e 

~ el análisis para la idcmifJCaCi6n del pl6smido. F.a la fi&un 1 O, 11C puede olimcnw 

que los p1'smidos sin restringir tienen un corrimicolo nazy limi1llr dcpcmlicndo de su i>ma 

(helicoidal. mrou.da. eól1' otras) que no 1<>0 dcpcndicnla del tamalio moi..cua.r del 

pl'3mido (Figura JO carriles 3, 5, y 7). En los carriles 2. 4 y 6 de ata mima fi&ura .: 
muestran los plásmidos rcsuin&ido• con la enzima Accl, (j\IC concspondc:n al plibmido 

pBAC ya que po.,., dos sitios de corte, adcmis de que 1e dctcrmin6 que la oriemación del 

imato en el YCCtor fue de 3' - 5' respecto al promotor T7 ( w:r cuadro 4). lo que fa'YOftlCió 

la obtención del DNA molde para gcocrw la 1<>nda !JCIJlido. 

C<>n la finalidad de asqunir que 1e tcsú el imc:rto de ~-=tiaa. 1e realizaron rcecciones 

con c:mirms que po9CCll un IOlf;> silio de corte en el plúmido pBAC (.: linccizó): Kpn y 

Xbal. 
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Gel de a¡¡aro!'ll al 1 O ºó en T AE. 70 V. 90 min 

Figura 9. Electroforesis de plásmidos de {Hlctina en gel de agarosa 

A. Plásmido pBAC o:traldo por la tccnica de policulcnglac,il v punfiado por 
o;tracción fcnohca ( , . .,,. apend>Ce 111) 

B. Plá.vnido p23 1 cxtraido por la trcnica de polielilc:nghcol y punficado por 
Cl(lracción fcnólica (ver apell<licc 111) 

.~&. .. : 

El control po!ÍU\~l de la tccmca fue la !Sii de la 11-llctina cuyu .ondas .e 
obtuvieron por tr.n.cnpción /11 '"tn:' panicndo de los pla1amdos pZJ 1 ~ pRAC ("er figura 
5) En esta figura se mue"$1ra la integridad de kn plbmidos e<m lo• <:>.1.tlo se tn&hajMon Se 
ob•ava que ambos plásmidm pru.ecn la fonn.i enronada y la 5Upcr-cnroll.td.a 

····-··--·· .. ·--------- '6 



5090 pb 

4072 pb 

3054 pb 

Gd de agaro"1 al 1 O ~ó m TAE !X, 70 V, 60 ruin. 

Figura JO. Eltttroforesis del DNA de la ¡J-actina S11bclo11ado ~" pBS SK+I-

CARRIL 

1 Marcador de pc50 molecular ( 1 Kb GIDCO) 
2 Restricción de la clona candidata No 1 con Accl 
J Clona candid.ua No 1 sin restringir 
4 Restricci0c1 de la cJ004 cand1da1.1 No 2 con Acd. 
S Clona cand1d.a1a No 2 "'" restringir 
6 Resrricción de la clona candída1a No.J oon Accl 
7 Clona candidala No J .in rcstrin¡¡ir 

Para la obtención de la '°nda anlJ.Scnlldo ..., subclonó d DNA de la ¡Mctina en el 
vector pBS SK•/- en d Sttio &m HI La subclonación se realizD según el protocolo 
descrito en el apcnd1ce 11 Se 1calu..uon reacciones de r<'Slricción con la cnrima Accl par.a 
eliminar don.as que no po"""1 al DNA de inlcrés Los fragmmtos generados con esta 
enzima corresponc:lcn a los tamallo• ~· según cl análisis lc:orico b&Jado en la 
5"CUencia de nuclcótido• ( 'c:r cuadro 4) 

····- .. ---··------- ~7 



Con estas reacciones de lincarinM:ión se pudo detcnninar que el lamal'.o del pl6smido de 

las colonias candidatas corresponde al tamallo del plásmido que se c:speraha. es decir de 

4958 pb (Figura 11, carriles 2 y J. Ver cuadro 4). A..i mismo, se rcaliz.aron restricciones 

con la enzima Bam 111, que es el sitio donde se rcali7.l> la clo11DCi6n por lo que con esta 

enzima se h"hctó el inserto de la fl-actina (de 2000 pb). Con estos rcsuhAdos, se confirmó 

que el plA.<mido pBAC contiene el cDNA de la fl-actina (Figura 11 y cuadro 4). 

Cuadro 4. Patrón de restricciones para el plá.-.mido pBAC de 4958 pb. 

ENZIMA FRAGMENTO GENERADO (pb) 

Poalc:ló• J' - S' (pb) 

Accl 1942 y 3016 

Smal 1849 y 3109 

BamHI 2958 y 2000 

Xbel Llnearización: 4958 

Kpol Linearización: 4 95 8 

- Restricciones de p13.I y pBAC. 

Anles de 90meter el DNA molde del plásmido, a una reaoción de tramcripci6n tn 

vftro. es mcomcodable lincarizar lo5 plásmidos. Por tal motivo, el plásmido p23. I se 

linearizó con la cnzirm F..co R/, para enseguida tramcribir con la cnzimll RNA polimen3a 

T7 y obtcn<r la 90nda an1iscctiJo para la ll-mctina. El plásmido pBAC se ~ coa 111 

mzima Xbi I, con la cual el DNA molde obtenido se transcrihi6 con la RNA polimcrasa 

T7 y asl se obtuvo la oonda anido para este mismo gen. Los plásmidos al _. linearizados, 

dejan de prcocntar las formas enrolladas hdiooidales tfpicas de un pLUmido circular. 

pcnr.iticndo asl que se genere Wl& 90lia bmida que opone mb rcsistcocia aJ corrimimlo 

elcctrolOrético (l·-igura 12). 

--·----------·--------
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4072nh---

3054nh ----

Gel de agaro-.& al l. ~'• en T AE 1 X. 60 V. 60 mio 

Figura 11. t:lectroforesis en gel de a¡:arosa de pBAC dil(erido con las 

en:Jmas Kpnl, Xbal, Bam 111 y Accl. 

CARRIL 

1 Marcador dr l'M 1 1 Kb GlllCO¡ 
2 pBAC restringido con Kpn 
3 pBAC restrin¡.¡ido con Xba 
4 Marcador dr l'M ( 1 Kb GIBC'O) 
S Rcstncción de pll AC' con Bam H 1 
6 Restricción de pBAC con Accl 
7 pflAC "" rMinngir 

Para poder reali.rar w r~oncs de tran..:ripción in '1tro y empicar l&s RNA 
polimcruas adecuadas, fue nc.-.:t•sarh:i ..U,.,.. b orientación ron la cual se insertó el DNA de 
intcres (J}-actiru), por eso se cl"ectuarvn restricciones con tu enzimas Kpnl. XbaJ y Accl. 
l..o• fra¡;mcntos gcnendos por esta• romnas indicaren que la oricrit.tción del inserto fue de 
3'-S', por lo que la sonda antisentido.., pudo OOcentt con la RNA polirncnsa T7 
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A B 

5090pb-
4072 pb 

5090 pb 
4072 pb-

Geles de aguosa al 1 O 'Y. en T AE, 70 V. 60 mm 

Figura J :!.. Electroforesis de los p/ásmidos de {1-actina lineari:.ados. 

Panr/A 

Carril 

Pann 11 

Carril 1 

2 
3 
4 

Marcador de PM (1 Kb GIBCO 
Cat. 10 787-018). 
p231 sin restringir 
Restricción con Eco RI 
Rmricción con l lind 111 

Marcador de PM 1.1 Kb G IBCO) 
Rcstncc1on de pBAC con Xba 
RC$1ncci6n de pBAC con Kpn 

lo• pl.\•midos p23 1 y pBAC se line1uüarou p.ara rx>dn wmctetlo• a 1caccionc• de 
trarucripcion tn ,,,,., Cada lincarir.aciiln se ruhzo con c:n.rimu d1ferni1cs que P"""" 
sol.lmcnte un sitio de cone En el~ de p23 1 se tomo el DNA lmcaru.ado con l.i amma 
EcoR/ y el pBAC con X"bal El ta.maflo de los plasmidu. rnn~poode con lo• tamallo5 
esperados por el &nAlisis teórico, 41185 pb p.ua pllA(' y ~Q7S pb pau p2l 1 

--- ·-····-·-·-·-······--·-···-·· 60 



J. Obtención de las ribollondas: tnmcripcióa ÚI vilro 

Los DNA molde con los promolore.• 17 y SP6 para w IL-2. IL-4 e IL-10 y el DNA 

molde de la ~oclina (p23. I y pBAC), previamcnle restringido, se purificaron de geles de 

agaroso (Productos de PCR. figura 8) y por extracción fcnólica (DNA de ~..:tina) con lo 

finalidad de eliminar cnnmas, Mg". EDT A y otras soles que pudieran ofccw la n:acción 

de transcripción (Ver apéndice 11). E.'ilos DNA molde se cuantificaron 

cspcctrofotométricamcntc (apéndice 11) y dependiendo de su concentración "' tomaron las 

cantidades precisas con las cuales se rcalÍ7llron las rtaeeionn de tnuucripción In vitro (ver 

material y métodos). Con CSIAS reacciones se obtuvieron las sondas de RNA o nbosondas 

que posclan la l!Ceucncia cspcclfJC".a para lu"bridar con su mRNA blanco. Estas rilx>soodas se 

marcaron mediante la incorporación del n"bonuclcótido lJTP-11-digox.igcnina duran1e lo 

rcocción de uanscripción (ver material y métodos). La djgox.igcoina es un c:stcroidc 

cxtraldo de la planta Dil{llalls purpuna (rmrcajc no isotópico) que se puede hacer cvidcnle 

con el uso de un ant icucrpo anti-digox.igmina conjugado con una enzima como pcroxidaso 

o fosfalasa alcalina. 



Secuendu de lu ri.__.•• 
Con los oligonuclrotidos diadl8dos, llC obtuvieron las sondas de RNAc para el 

mRNA de la imcrleucina-2, intcrlcucina-4 e inlecleucina-1 O. La 90CUeflCÍll de cada 

ribosonda fue la siguicnlc: 

/~ .1 (de la posición 61a215) 
Longitud de la sonda: 167 pb 

~'9cacct•ctt caa9ctctac aaa9aacaca aa9aaacaac t99a9ccatt Qct9ct99at 
ttaca9tt9c tttt9aa99a a9ttaa9aat tac9a9aat9 ctQatctctc ca99at9ctc 
acatttaaat tttacat9cc c.¡u19ca99ct aca9aatt9a aacec 3' 

llflninM:iNI 4 (de la posición 133 a 2n) 
Longitud de la 90nda; 164 pb 

~· e accttacaa9 a9atcatcaa aacctt9aac attctc.acaq c9a9aaa9aa ctc9t9cat9 
9a9ct9ccc9 t9ac99ac9t CtttQClQCC ccaqa9aac.a c9ac99a9aa QQ&.UICCttC 

tQCCQQQCCt c9act9t9ct tc99cacatc tacaqacacc a 3' 

I~ l•(dc la posición ISO a 348) 
Longitud de la SIOoda: 220 pb 

~·e atccacttcc caaccaqcct qccccacat9 ctcc999aac tccqaqctqc cttc99ccca 
gt9aa9aqtt tctttcaaac 9aa99acca9 at999c9act t9tt9ct9ac c999tctct9 ct99aq9act 
ttaa99qtta cct999t.t.9c caa9cctt9t ca9a9at9at ccaqttttac ct99aa9ac9 t•atQCCQAa 
QQCAQAQOQt QOtQQQQ 3' 

Cuadro 6. Secuencias de la ribollODdu ¡wa el mRNA de la IL-2, lL-4 e IL-10 



Se determinó la oonccntración de RNA nmn:ado de cada 90nda obtenida (figura 13 

y cuadro 5), mediante Dot blots (ver material y métodos). Fue noccsario cuantificar la 

conccmración de las nbosondas para asl poder asegurar que adicionamos la misma 

cam.idad de RNA marcado en cada experimento de ISH para cada citocina y poder 

comparar cualitativamente la expresión de mRNA de la IL-2. 11,-4 e IL- 1 O. 

Cuadro 5. Conccntraci6n de ribosonda marcada ron DIO. 

Sonda marcada Sueldo Aalbeeddo 

•&lµL •&lµL •c/µL 

JHctina 12.5 12.5 

IL-2 12.5 12.5 

IL-4 12.5 12.5 

IL-10 6.25 22.5 
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IH1tcod6n dt i.1 rihotendH dr 
mRNA p11-.i IL-2. 

UJ.lJI 
1 Dtluciooo dob!Cl del ""ind.u de Rl\A 
mvu.Jo del kit 1100 n,·µLI 
1 OilUlkoa d<hl~ dt la Jllinda s.cntido p.ar1 IL-~ 
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H. Drtrcdón dr las ribo1ondas dt 
mR:"A pin P-•ctiDI 

l•,Hll 
1 Dtluc1on<1 d.>bles JcJ esandar d< RNA marcado 
dd •il (l(J(¡ 011\ µl.) 
2 llilociooo dobles de la oonda "'1tido de ~
tt.11nt 

l Dtluc1me. dublrs d< la oood.I Loti...,tldo dt P· 
actma 
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C. Dttrcción dt las ribosondas dt 
mRNA pin IL-4 e IL-10 

OJlAlt 
1 Dtludaies doblo dtl ostanJar d< RNA mara.do drl 

lit( 100 n¡¡ 'µL ). 
O.luciones dol>Jo d< la sonda scnttdo para ll-4 
O.luciones dobles de la sond.I ant1><nttdo para ll-4 
Diluc1aies dOOIC\ dr la sonda 1n!iScnt1do 
para ll·IO 

Figura J J. Dot Blots para la cuantificación de la concentración de las rihosondas marcadas con DIG 

Con los D~A molde que se rurificarnn rre\'iatnentc (\'er apéndice ll), se ruli7.aron transcripcitmcs i11 ,.¡rro para ohlencr las 
ribosondas sentido y ant~1tido oorresrond~nl"" n la 11.-~. 11.--1, ll.·10 y P·actina. Durante estas reacciones, se incorpof'l!ron nuc!eótidos 
martldos con digoxigenína (11-L'TI'-DIGJ. par3 lo que füe necesario cuantificar Ja concentración de R.\/A marcado en cada reacción. Estaf 
cuantificaciones sc reali7.Aton mediante D"t Bklt> !IC¡¡Un el protocolo marcado en el apéndice ll. t 
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B. llibricbciooes in :sil11 (ISH) 

Con las ribosond.u marcadas obtenidas se: realizaron ensayos de ISH para detectar la 

c:xprcsi6n de IL-2, IL-4 e IL-10. Como ya oc mcnciooó, oc cfr.ctuó la ISll del mRNA de la 

¡Hoctina como control positivo, ya que el gen de la ¡l-a<:tina es un gen c:onstitutiw de todas 

las C4!1ulas. Antes de trabajar con los tejidos. se: rcalir.aron lSH en C4!lulas mononuclearcs 

saq¡u.lncas de cerdo culti.-.d&s con co.,.,...valina A ( ConA) pua -=tivar inr:spectficamee 

a las células y forzar la c:xpr-csi6n de divenos mRRNNAA. entre ellos los de citocinas. En 

la figura 16 s.e muestra la detección del mRNA de la fi-.ctina; con la IOnda ~(que no 

hibrida) se ucguró que oo CXÍ>le fondo en la t6cnica por los reactivos ~leado1 duramc la 

hibridación; con la 10nda ,....; IClltido ac conlirm6 que la 9dlal ob!lervada ~lfica:: 

T oda5 la.s dlulas de e.1la mmna nuestra fueron positivas pua la deteoción de 

mRNA de Jl-llciina. Así mismo ac realizó la dctocción del mRNA de la lL-2 {Figura 17), 

IL-4 (figuns 18) e IL-1 O (Figuns 19) en C4!lulas mononuclearcs sangulneas de cerdo por ISH 

en la.s mismas coodXioncs en las que sr realizó la detección del mRNA de la Jl-..U.. Un 

dato interesante, es que se logró obtener una buena sdlal del mRNA de la IL-2 e lL-4 a las 

6 h de cstirrw.iJ.ci6n con ConA. pero no de la IL-1 O la cual oc obaetvó hasta la 24 h de 

incuheción am ConA (Figuns 15). 

En la detección del mRNA de la IL-2 e IL-4 (figunls 17 y 11) ., o"'9c:nó un ligero 

ook>r con la sonda llCD!ido. sin cmhur¡¡o la 9Cftal obtenida por la IOnda anti acmido fue m'5 

imcma por lo que las ribO!londas de IL-2, IL-4 e IL-10 fueron~ para la detección 

del mRNA OOrTCS¡>Ondicnlc. 

Con estos resultados se docidi6 rcalilar In dctccci6n de mRNA de cada eitocina en 

tejido por ISH. Para t.al fin. IC trabajó oon dos muestras de yeyuno de cado de 6.
de edad. E.sus lt1UClill"aS fueron tijad&s en para-fonnaldehldo-mina-pcryodato ~ (PLP) y 

después"" incluyeron en ¡cafina (ver material y mi!todos). 



En la figura 14 se muestra la ISll para la detección del mRNA de la ¡l-actina en 

yeyuno de cerdo. Con este resultado se logró confirmar que la técnica de ISH posee las 

condiciones ndeo1 ... tas para dctcclJlr la expresión de mRNA en tejido. 

Con lo obsetvado en la figura 14, se reafuJó ISll en yeyuno de cerdo para detectar la 

expresión de mRNA de la IL-2 en la zona de las vcllosidlode1i (figura 20) y en la zona de 

las criptas (Figura 21) de un cerdo sano y de un infc>ct.oo cxperimcrúlmcnt con T. 

spirall.s. Se sabe que la intensidad de la mnrca puede considennc dircctunentc 

proporcional a la cantidad de mRNA prcsmtc, ~ y cuando las ~ sc hayan 

lrabejado hijo las mimiM condiciones (Manual de Hibridación In s/111 de ~. 

1998). A5I, se realizó una aproxinw:ión cualitativa y sc ol>5ervó un ligero aumento de la 

cantidad de mRNA e~ en las vellosidades de yeyuno del cerdo infectado 

cxpc:rilnerUlmcc con T. splrall.s en co~ión con el aninW control o sin infccción. 

Al perecer tanlo las células de la LP como las del epilclio de las vellosidades 

expresaron mRNA de IL-2. Asl mismo, las células del cpildio de las criptas fueron las que 

mostraron una moyor marca que las células de la LP de csla zona, adcn"5 de que las 

células epitclialcs de las cripcas contienen una rmyor cantidad de mRNA de la IL-2 

co~ con las células epiteliales de las vellosidades. Sin cmt.r¡o al CO!JlWV las 

criptas del tejido sin inti:cción con el tejido inkcudo, sc oboen'Ó que co aquellas criplas de 

tejido sin infca:ión, fueron pocas las células epil.cliales que moSU'llrOn mRNA de IL-2 

mienua., que las células cpilcliales de las criptas del llllimlll infcctaio, en su gran mayoria, 

cxpn:saron este mRNA. Es importante mcndon.r que la IL-2 es ima citocim invotucr.da 

en la prolifcnición de difcn::olcs C!lirpcs c:dularcs del sistema inmunológico en donde 

badcoda una aprullmción cualitativa. tambim sc puede decir que hubo 1m aumi:nro en la 

cantidad de mRNA de csla citoc:ina en los dot animales infectados lrabajoiOos. 



En la figura 22 ac muestra la detección del mRNA ¡wra la IL-4 por ISH en 

vellosidade5 de yeyuno de animales sin infección e infectados con T. splralú. Una 

estimación cualitativa de la c:xprcsi6n de csk mcnajcro odlal6 que el mRNA de la lL-4 es 

aproximadamente el doble que en las vcllosid8dc:s de yeyuno de ocrdos con inkttión 

compuada con el tejido sin infecci6n. r,..u expresión ac pudo obacrvar en células 

epitdialcs y en las célulu de la LP. En la fi&ura 22 .., pudo obocnw, en el cado infectado, 

la prcocncia del esúldo ..tulto de T sptrall.r iovildicodo el epitelio de una vellosidad en 

donde la expresión de mRNA de IL-4 mbrc las regiones cercanas al pmásilo no ac vio 

alterada. 

En la figura 23, ac obec:nó que en aJitmas criptas de mimalcs sin iníccción b9y 

oéJulas epitclialcs que cxprc:91Dn mRNA de la IL-4 asf cómo célulu de la LP de esta mm. 

En las criptas de mimalcs con T. sptrall.r, ., o'-:tW una mll)'Or proporción de células 

epiteliales que expresan mRNA de IL-4. Al ¡mecc:r la infilcción oon T sptra/Lr puede 

inducir Wl incranmto en la expresión de IL-4 en titulas cpiteliU:s y de la LP de las 

criptas. 

En la fi8ura 24 ac muestra la expresión de mRNA de ll..-1 O por !Sll En esta fi&ura 
llC Dalcslnl un incrcmcnlo cualitalivo en la expresión de mRNA de cstu citocioas en las 

vellosidades de yeyuno de IU1ÍmaiCS infectados con T. splrall.r. Esa expresión de mRNA llC 

obocn-6 rnarcadamenlc en rl cpitC'lio de las vellosidades aunque tu c:ilulas dC' la l..P 

tambii!n expresaron una buena cantidad de: csk mensajero. 

La cxprcsión del mRNA de la IL-10 m la zona de criptas también sc vió 

incrcmenlada en el tc:jido con T. splru/IJ cof11"111"do con 2 llllimales sin infc.:ción (Figura 

25). En la figura 26 y 27 ... puede obsctvar que las oélulas epitclidcs de las vellosidades y 

de las criptas fueron las que expresaron una mayor cantidad dC' mRNA de: la IL-1 O. 
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Figura U. Hlbrld«ió11 Íll silJI M ARNA tk la ¡J-octjao (100X). Se realizó la 
hibridación in situ ( Vtt maic:rial y métodos) para la l}-acrina en yeyuno de cerdo notmal. Se 
detcc:tó la lnbridación entre el mRNA y la rlbo9onda marcada oon DIO mediante la adición de un 
antirucrpos anti-DIO ronjuglldo con fosf.atua alcalina Se puede ob9ervar que: oc eliminó 
c:omplewnenle la fosfatsa endógena del inlemno Esta hibridación fue d oonuo1 positMi de la 
témica 
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Figur• 15. H~ ;,, :sil11 e11 cil-.:S :s.11~11Ú1ea tle enrio c"""-lcs 6 lwrm ca. 
C011c-"1'fllút• A. Eslas células mooonuclcara fueron ohlcnidas de -.re perili!rica de un cado 
e-011 ci5ticcrcosis. Se cullivaroo coa ConA por 6 y 24 h. Las células IC c:o.dmon y IC colocaron 1 SOOO 
células en cada muestra mcdillntc el ~ (S1-don). l.as otlul8s 901ft d portllobjctos IC lijmroo y 
!lC les realizó ISH para dckctar la c:xpn:sión de mRNA de la ji-actina. IL-2. IL-4 e IL-10. En esta fisura 
se mucsu-an la.1 lulridacioncs con las oondas llmÍICl!lido. 
Estas células sinicron coroo con1rol pvsiloo de cqin:siórL 
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figura 16. llibrüladót1 bt SÍlll tk fllRNA tk /JI fl-«tiAa et1 c&ltu sa11g•/Mas tk cenia 
addwulas 6 Jwras cot1 ColllCGllllWÚilla A . En esta figura oc muatra la hibridación de célu1u 
mononuclcarcs c:xtrak!As Je aangrc p<riférica de un cado infectado con cisticercosis Las oé!u1u fueron 
cultivadas por 6 h con C.onA y posteriormente ~ Esus odulas w fijaron y ooe les realizó 1SH 
para ddcctar la expresión de mRNA de la !L-2. El fondo se v.: mondo por d liltro del micro9CCl\)to Fue 
necesario usar este fihro para poda" haca •Uibles a las cdulas luOridadas con la !Onda sentido. 
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r;o;g,,,.,, 17. Hibrülilcló" in dt11 tú mRNA tk IL-2 e" cilllla ~"'6teta tk certlo e~ 6 
10N1S co" Con~11 A Se muestra la hibridación de oélulas moaoauclearcs ~de aDCl'C 
criRrica de un cerdo con cisticcn:osis. Las célubu fueron cultivadas por 6 b ron ConA y pota iomxnle 
o90Chadas. Estas células "' fijaron )' "' les realizó ISH pera dct.ectar la exprc:si6n de mRNA de la IL-2. 



Fi811n1 11. HlllrilMdóft U. sil• tk 1'1/lNA ú 11.-1 nt cil,._ Ullf«""'-r tk ~ 
cllltitwllG 6 ,,_ COll e~ .A. Se muestra la bilrii.ci6a de ~lulu ~ 
extBldas de angrc pcrillrica de un cerdo oon cisticercosis. Las oélWu fiaon cultiYllda por 6 b coa 
ConA y po!lcriormi:nlc coscdaiu. E3tm ctlulas 1e fijmon y :11e les ttalizó ISH pwa dcteciar la cxprcsión 
de mRNA de la IL-4. 
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Fig11rt1 19. HihrlMt:J.M Üt sihl tk ~A tk IL-10 ar cl/11/G u.g"'-- tk caflo 
clll1lthwllia 14 ,,_ COlt c-c .... ..iu.. A. Se muestra .. hibrid.:iGn dt oéUm mooonuclmn:s 
c:xtraldas de sangre pcrifmca de un ccnio con ~ La células liacroo c:ultiv9das poc 24 h coa 
ConA y posacriormmlc co!ll:ciModas. F..stas oéluJas .: fijioron y se les ~ ISH pma deucur lit cxpaión 
demRNAde lalL-10. 
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Fig11rt1 21. Dn~cció11 tk lllRNA tk IL-2 '" cripta tk )'ey- pord- JIO' •ilwlll«iótl ÚI 
s.i111 (4(J(}X), Se rcali7Jlron eones de yeyuno de omlo infccudo c:xpcrimr:ualmm coa T. spira/ls y lliD 
infixción. Con C!los se rcalin\ hihrid11ciooes in sl111 pm'll detectar la difcrcncill en la cxpresi6o de mRNA de 
la IL-2 en la :rnna de cripW de yeyuno de omlo con y sin infección. La mue.u-as fucroD uat.jmda a la 
par. La sdlal positi\'ll se obl!lcrva de color rojo a morado. 
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F~ 22. Ddft:cúHI tk 111111.NA tk /JA ~" M/osarbhs tk yq- porcút4' ,,., 
llilwilMdótt ¡,. silll (200X}. Se rt:a!mron oortcs de ~ de cado infectado cxpa ia•u•Nrnrntt con 
T. sptra/ls )' sin infcicción. Con estos IC rmlizD bJ'brid8cioncs In sUw ~ ddA:icUr la difcnn:ia al la 
c:xprcsión de mRNA de la IL-4 en las YCllom.les de ~ de cado con y oin iniecci6n. LM &clml 
amiriI1as indican la prc9C11Cáa dcJ pm1Wto incrustaio m la taoc de la >dlosid8d. Lm - filaon 
~a la!*'· La 9dlal posilM oc DIUIClllra de color rojo a mo.-.do. 



Fig11ro 23. Dnuciótt tú l'lllll't'A d' 11.A '" aipttu tú)")'-º pordllo por •ibrltllldótl 
ÚI :s/111 (100X). Se rcali:w'on eones de yeyuno de cerdo infectado ~ con T. splralü y 
sin inkcción. Con estos se rcaliz6 hibridaciones in sitll ~ detcctm" la dikn:ncia en a cxpn:9ón de 
mRNA de la lL-4 cri la moa de criptas Je yeyuno de cado con y IÍ:I icb:ción. Las mur:sttu b:ron 
trabajadas a la par. La lldlaJ positiva se IDUCSU1l de color rojo a IDOBdo. 
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Figura ]7. Detección de mR/\'.-1 de ll-10 en i'<'llosldades de )'l')'wtO porcino por 
hibridación in situ (400 :\"). F~ e> Wl.'l amplificación Je Wl.'l Je las vellosidades de cada muestra. En : 
C"Sta fi¡;urn se observa b cxprnión dif<TeOCial del mRNA de la IL-1 O c:n1rc estos tejidos. A.si mismo se 
obecr.11 que bs <:<!lulas epiteliales apresan este nx:=ajcro. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS 

El sistema inmunitario nwrosaJ es uno de los componentes principales del sistema 

inmunológico y está constantemente expuesto a anúgcnos de los alimentos, microbianos y 

medioambientales. El tracto gasuoimcstinal (200-400 m1
) ac enfrenta a cientos de gramos 

de anúgcnos provenientes de los alimentos y esta exposición mucosal crea un interesante 

dilema entre montar una respuesta inmunitaria protectora en contra de patógenos o generar 

tolerancia en una circunotancia partirular para no causar dallo al tejido. Las funciones del 

sistema inmunológic.o mucosal se realir.an a través de los linfocitos dispersos en la LP de la 

vellosidades y de la ZOlll de aiptas, en nódulo• linllticos, LIE. LPP y célula.s accesorias 

como cdulu dcndriticas, oClulu cebadas y rosinófilos (Stokcs, llavcraon y Bailcy, 1996; 

Curnmins y Thompson, 1999) E.ta red de cdulas cstA regulada por la producción de 

citocinas las cuales son capaces de inducir y amplificar la respuesta inmunológica humoral 

y la mediada por oClulu (llusband t'I al., 1999) 

Las citocinas ejercen muchu acti,idadcs biológicas dcpc:ndicndo del intervalo de 

expresión de sus rt1Cq>torcs en diferentes a'Julas Sus efectos wn dependientes del contexto 

celular y del estimulo antigenico y pueden ..,.. modulados por otros mediadores del 

cncimiento celular asl como por la combinación de otrat citocinu La rnayoria de las 

citocinas producidu por el sistema inmune tienen una función en la dcferu.a del huésped 

contra de infecciones por patógenos (Meagcr. 1998) 

De manen gcncnl, el sistema inmunológico puede gcncrar 2 tipos de respuesta, la 

tipo THI que favorece la irununidad celular, repre:>entA<la por la IL-2, IL-3, lNF-a, GMC

CSF, IFN-y y linfotoxina, y la respuesta TIO que estimula la inmunidad humoral y csti 

rcprcsauada por las IL-4, IL-S, IL-9, IL-1 O Los ádorcs que determinan la respuesta 

predominante (nll o TH2) frente a un patógeno en realidad no csUn bien definidos. Sin 

embargo se ha ,;110 que un contacto entrc microbios y c8uJas del sistema inmuniWio 

innato ( macrófagos, granulocitos, oClu1u cebadas, etc ) CS'.imula la produa:i6n de IL-12 e 

lL-4 las cuales inducen las rcs;>ucstU de tipo n11 o nu re9pCCtivamenlc (Husband. 

Capitulo 10, 1999) 



Es importante realizar estudios de la expresión de citocinas en el intestino, con 

objeto de conocer mejor los mocanimios de regulación de la rcspucsta innw.mitaria local 

11111e düo:rcntcs dcsallos. En este trabejo 9C empleó como modelo al cado por diversas 

razones; el cerdo es un animal dom6;tico de importancia económica, sus tmbitos 

alimenticios son sancjanles al hombrc, es decir, también es omnívoro, pero sobrc todo es 

importante ya que es fJSiológicamcnte muy pam:ido al sislcma gastrointestinal bWDBDO lo 

que lo hace SU30Cp(ible a infecciones parasitarias similares. Adcmb de que existen pocos 

estudios de la regulación de la respuesta inmunológica en estos animales. En este trabajo !llC 

realizó la lktccción de la expresión de la lL-2 lL-4 e 11.-1 O por hibridación In sltu (ISH). 

La !Sii es una hcmunicnta que permite examinar la cxpresi6n ¡¡énica a nivel de 

células individUA!es o en tejidos esl!'Ueturalmcnte compltjos. A x:mtjiuiza del Northan 

blot, depcnSe de la lu'bridación de la sor.la marcada (RNA o DNA) oon la sccucncia del 

mRNA. La lSll geocmlmcnte permite detectar de 10-20 copm de mRNA por célula 

(Komminoth y Wcrncr, 1997). En coooastc. la ca¡.cidad de Wlll buena 

irummohistoqulmica (IHQ) i-n la detección de citocinas es limitada. debido a la n.uuraleza 

de cslAS moleculas. ya que son srcn:tadas ~lulanncnlc. "'difunden "'Jlidamcote de su 

sitio de !llCCT'CCión y gcncra!mmte t.lmcn una vida mrdia muy corta, por lo que ISH pre;!llC%lla 

algunas ''nllaja.'l. Otra de las ventajas de la ISH es que nos permite usar al mbiiro los 

tejidos que son obcenidos por biopsias, embriones y cuhn"Os celulares además de que 

ayuda a dctcnninar in situ las células que cstan expresando el 6cido nuclcic·~ de interés. 

(W"ilcox. 1993 ). En casos puticularcs. como en este trabajo, la ausencia de anticuerpos 

monoclonales contra la pro:clna ~idc: la rcalizllción de una IHQ. por lo que se hace uso 

de las secuencias nucleotldicas de los genes que oodif1CA11 para la protelna y así di!llC6ar las 

sondas especificas que dcttctan la cxpresi6n de cada mRNA de interés. 

Entre las ~=tajM de la lSll está el tiempo empicado pnn1 su realizaci6n que"" 

Je 2 a 3 dlas (si es una detección no i1otópica. de lo conlnlrio el tiempo ., ~ a 

1CD1at1aS o 111C3CS), !llC necesita cx¡>ainx:ilt i-n el mBntjo de tejidos y sobre todo pea 

n1IUlrjar adccuadammte los kidos nuclcioos. en espccw RNA, pan la grnención de las 

sondas que !llC ''IUI a empicar ('Y.'ilcox, 1993; Komminotb y Wc:mer, 1997). 

-----13 



La imagen de la expresión de un gen a nivel celular puede aportar infonmción 

accn:a de la función de un producto gtnico dentro de un tejido (Y an¡¡ '' al., 1999). Por lo 

que se realiz.ó la cstandari7.ación de la técnica de !Sii para detectar mRNA de la IL-2. IL-4 

e IL-1 O y determinar el tipo de respuesta inlnmológica que !IC genera en el intestino de 

cerdo. Se """l<ó la IL-2 como prototipo de Wl8 ~ inlrunilaria TIU. y la IL-4 e 

IL-1 O como prototipo de una respuesta tipo TI!2. En el caso de la IL-1 O también '"" puede 

considcnr pete de la repuesta tipo TIIJ, sin cmhargo el TGF-fl, es la citocina prototipo de 

esta respuesta. Para poder diferenciar ~e la expresión de la rclpUcst.& TI! 1 1e 

ncccsita evaluar la expresión de mRN A del !FN-y ya que llC sabe que esta cilocina inhibe la 

expresión de citocinas tipo 1112 (M~. 1998). 

Antes de iniciar la estandarización de la t6:nica de lSH 1e co~bó. rncdm.c 

PCR, que el intestino de cenlo expresa al menos mRNA de la lL-2 e IL-4 (Figura 7) siendo 

esto la bue para su bú9quoda por ISH y parte de la cstandarización de esta ti!aúca fue la 

oblcoción de las sondas apropiadas. Los plásmidos pUCl9-2 y pUCl9-4 pcnniúcron 

oblmcr por PCR el DNA lljYOpiado de la IL-2 e !L-4 respcctMimmte para obccnci- las 

nliosondas mediante tramcripción In •-itro ya que poseen clonado el cDNA de cada citocina 

(Figura 8). En el e&.'IO de la IL-10, el OSA rmlde :te obluvo por RT-PCR partiendo de RNA 

total de células rmnonuclearcs ~ de cerdo (Fiawa 6 y 8). Fue ncccsario este 

proccdimienlo ya que no !IC cuenta con el cDNA de la lL-1 O clonado dentro de un vector 

adecuado. Este DNA tambiái IC 90mrti6 a tramcripción ;,. vtrro para oblmcr la ribosonda 

corrcspondioilc (lliri y Grimm. 1994 ). Esta estrategia en pcticular 6icilila la obccnción de 

sondas para idcuificar la expresión de mRNA o de DNA de cualquier protdna a la cual 

IC lo: conozca su KCUCDCia nuclcotldica sin nttaidad de clomrla en un vector. Con este 

procedimicnlo IC pueden obtener sondas de DNA (90lo RT-PCR) o sordas de RNA. en 

donde los oligonucloótidos """lcaio• en la RT·PCR c:ontimcu la -=ucncia de un 

promotor que facilite la uausa i¡ci6n y ul obteoa n"bosondas. 

Las ribo""ndas mmadas ron d.i8oxi&coina de las cilocims de trabajo, tuvioron una 

conccolración promedio dr 12.S n&fµL de RNA lmll'C8do, siendo CSlo una buena ctir:imcia 

de nwcado, lo que pcnniili rraJmir la ~o de la ISH (F'..iun 13, a.dro 3 ). 



El marcaje de sondas no-isotópico puede ofrecer wia ICllSibilidad rooy similar a un 

radiomarcaje, además de que el tiempo de término de la ISH disminuye y sin riesgos de 

contaminación (Komminoth ~t al., 1992). Aunque la rcaa:ión para la oblcnción de color en 

el caso de la fosfistasa alcalina asociada con digo"Í8cnina es una reacción de óxido

rcducción donde se obtiene un pm::ipitado, el método de radiornarcajc nos permite una 

mejor resolución para la ,isuaJi7.ación de granos dado por la luñrid.ción con los Acidos 

nucleicos (Kan, 1995 ). 

Una vez obccnidu las hcmunicntas necesari&o llC rjccutó la cslllndarimción de la 

tl!cnica de ISH dentro del sistema de )'eyUnO de cerdo. Se iulizaron ISH para el mRNA de 

P-actina {Jlen constitutiYO de todas las c.!lulas), la cual fue positiva, lo que mostró que la 

tócnica fimcionó ad«uadamente !.jo las condiciones cstablocidas en la -=ción de material 

y métodos de esta tesa Es importante mencionar que la temperatura de hibridación (60 "C) 

fue la óptima para hlbridar es¡>cclficament< las 3 sondas empleadas. Los lavados de 

astringencia (fonnamida y SSC) y la concentración de la solución de bloqueo (al 5 % por 

2 horas) fueron parám<tros importanles para la estandariz.ación de la técnica disminuyendo 

el color del fondo. Otro parám<tro importante fue el t~ de incubación con el 

anticuerpo anti-DIO conjugaJo con la fosfutasa akalina (toda la noche a 4 "C), el cual DO 

incrementó el color dd fondo y la incubación de las laminillas con el sustrato de la enzima 

(NDT/BCIP) fue vari3dA (de 20 minutos a 2-3 horas) dependiendo de la concmlr8Ción de la 

sonda marcada y del mRNA blanco, eviulndo asl un exceso de fondo. El producto de 

reacción del NRT /BCIP es insolubl< en 11gua, p<rmiticndo su k>Galimc:ión histoqulmica. 

Para bajos mimcros de copias de especies de mRNA. las ribosondas marcaJ... con DIO oo 

pocdcn !C1' detectadas con Ab anti-DIG fluo~s. Se ha reportado que los 

protocolos que empkan ribo90ndas morcadas con DIG y ""-dodal con NBT/BCJP 90n 

SC11S11>ies rara la dnccción de mRNA co....,.rable con protocolos donde 11!11111 ribosondas 

radiomm:adas. U na vmr.aja adicional del mrcma de IIlllrCado con digoxigcniaa es la 

estabilidad prolongada de las sondas m.vc..w. -30 "C. 



Una de las desvcolajas del u.o de anticuerpos anti-digoxigcnina conjugados con 

fosfatasa alcalina es que los ttjiiios por si mismos tM:ncn fosfata alcalina (fosfatasa alcalina 

endógena), y en este trabajo demostnunos que los tratamientos que sufre la lr&lCStnl 

procesada para la ISll, eliminan el efecto de la fosfatasa alcalina cndógcna.(lúuT et al., 

1995). 

Otro de los controles que ayudó para la es1andarilllción de Ja ISH fue el ~leo de 

células mononuclc:arcs de SAQKTC pcri!Crica de cerdo 8Clivadas con concanavalina A (Con 

A). Con A es W1A lcctina capaz de ICtivar ~x:amcntc (via imcgrioas) las tirosJn 

c:inuas, las cuaJcs mediante la via de tnul3ducción de 9dlalcs JNK y MAPK activan 

factores de transcripción como fos y jun (AP-1) y ST AT, Jos cuales IC unen en Ja región 

reguladora no traducible (UTR) en el extremo S • de cada gen para activar Ja tramcripción 

de Jos mRNA de las difcrences citocinas (Mcagcr, 1998). 

Con estas células activadas IC comprobó que las n1'ooondas obtenidas en esta tesis, 

fueron capaces de detectar cspcclficamcntc Ja expresión de mRNA de Ja lL-2, lL-4 e lL-1 O, 

in situ :oobn: difcrcn1es roocstras de )'C)'\JOO de cerdo. 

Las 90nJas man:ada.5 con DIO y t'C\'Cladas con NBTffiCIP &muestran W1A tinción 

en citorlasma y en nóclco tanto en «!lulas individualrs ( cystospin) como en tejido. La 

prcacocia de mRN A en el núcleo JlUedc cxplicar5C debido a que en el núcleo existe mRNA 

imnaduro (RNA con introncs y cxoncs) que pu<dc lulridar con las riboMndas disdlada."S ya 

que estas 90n poqucl\as (164 -220 pb), adcmés de que las oondas menores a 200 pb pueden 

uninic incspocifa:amcnte a protdnas nuclcarcs (Uicnz y Eggcr, 1995), lo que explica el 

ligero fondo que !IC obocrva en las lSll de los mRNA de la lL-2 e lL-4 pn:xnlAdas en este 

trabajo. 

Se ha demostrado que Ja ICf!Cibílidad de Ja ISH JlCltDitc ot.::n-ar dlvcnas e 

importanlcs c.vllcicmticas 10bn: la ICtiwcióo de células T y el pmrón de c:xprcsión de 

mRNA de citocims en células i..tividuaJcs y en tejido. es decir, coa CIU t6cnica 1e puicdc 

dctcnninar cuales .:.!lula cst.m siendo KtiVlldu a tra\'l!a de difaaJlcs Clltlmulos. 



Tomando en consideración los resultados oblcnidos con las lSH en tejido, el 

sistema irmwnillUio del tracto intestinal. cspoclficamcntc el yeyuno de cerdo en condiciones 

normales puede expresar mRNA de IL-2, IL-4 e IL-1 O, principalmente por las células 

epiteliales de las vellosidades y de las criptas. Se ha visto que la lL-2 es seactada por 

células T, célulau NK. mncrófagos y células B y "" sabe que en las vellosidades 

encontramos UE, en la LP enconlramos, LLP, nw:rófagos, células NK y células B (LP de 

criptas). Se ha visto que los LLP aislados del inles1ino de oerdo producen RNA de IL-2 

sc¡¡uido de una activación policlonal (Ba.iley, Hall y Stolr.es, 1994). Además de que se ha 

rcponado que las células cebadas de ratones expresan también IL-2, por lo que el resultado 

encontrado en la ISI 1 en yeyuno de cerdo esta relacionado con lo cncolllrado en la literatura 

(JU51ement, Krcigcr y Ounhicr, 1989; Ebc y Finkelman 1998). 

La lL-4 es una citocina oecrctada por células T y por célulm cct.das localizadas en 

la LP de las vellosidades y las criptas. Esta citocina es ifr1>onantc para inclinar la respuesta 

a 1112 (Ebcrt y Robcrts, 1996). llailcy y colaboradores en 1994. encontraron por ensayos In 

vlrro que los LLP de ccnlo, mantienen alta la trarucripción del mRNA de la lL-4, lo que 

podria coincidir con al expr=ión de mRN A de este citocina dc:tcctada en yeyuno de cerdo 

por !Sii. La lL-4 tiene un J'8P"I in »im un IMllo complejo en el cual se = que cstÍlm1la el 

inctcmcnto de rosinófilo!<. proheblcmcn!e por la inducdón de b IL-5. Un in<:remento en la 

expresión de 11.-4 cntonccs llc\1U"á a una presencia de cosinofilia en el intestino 

favoreciendo UJU reacción inflanlllloria que ayude a cxpuls.ar a4,'WIO• p.mi.-.itos como T. 

:rpira/Lr (Mcagcr, 1998). 

La lL-1 O es una citocina muy inter=anre ya que cslA involucrada en mantener la 

tolerancia oral adcmAs de que inlu"bc la expresión de citocinas del tipo TH l. Esta citocina es 

expresada por células T, células lll, células cct.Jas, macnlfil¡:os y qucratinocitos bwmnos 

(Hu.sbond. d al., 1999). Los resultados mosuados en esta tesis indican la presencia de 

mRNA de IL-1 O, principahncnle en las células cpitcliales de las ~~ y las criptas. 
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Aut<>9Chl.ch y colabonidores en 1998, cnoolllraron por ISH que las ~lulas 

epiteliales de lu vellosidades y de la zona de cripCas del inlcáino ifUC10 de hwmno1 

exprcmn CD fomw. difua mRNA de IL-10 y por inmunolústoqulmica cncomraron que la 

prolclna esta localimda CD ~lulas cpilclialcs y CD ima menor proporción por ~lulas 

mononuclcares de LP. En cc:rdoa 10lo ., ha rcporúdo la prac:ncia de mRNA de IL-4 e 

If,..10 en colon de animak:s inr.ct.dos con S. japonul.,,,, (Oswald et al., 2001) y 

producción de mRNA de IL-1 O CD glll1&1io• Unaticos mescn1ttioo1 de colon <M-lficld et 

al., 1991). Por lo tanlo ., puede plln- que la IL-1 O es Wlll de la cilocims que ., 

expresa en mayor canl.i.d en el S.C9tino para Dlm'llentt la tolerancia oral y para rq¡ular In 

respuc8US intlanmoriaa que ., prc9CDlen. 

De las tres citocinu llliaiiadu. ., oi-n-6 UD11 mayor cxprcsi6n del mRNA de la 

lf,..10. Es in1>ortan1c mcncio.- que oo todo el mRNA que 11e tramcribe.., traduce, por lo 

que oo ac """iW11 que .., produzcan las 11"9 citocinas al mismo tiempo. Los mRNA de 

citocU- dejnn el núcleo y "°º traducidoi por polirribo10mas CD el rctlculo cndop1'smico. 

La traducción (slnlcsis de la protdna) de w citocioas CSla sujeta a proccoos reguladores 

que aún no CSIAn dcfmidos (Mcagcr, 1998) y ac puede comidcrar que esto depcodc del 

contexto celular. Además es tambibl ~rtante mencionar que el rnRNA tiene una vida 

media definida quc putde ir de minutos a horas y ai no estan ¡'"'9enles todo• loa factores 

necesarios Jl8nl la traducción. d mRN A dec.c (.,. dqpwlado por un complejo proteico 

llamado dq¡nodo10ma) y la cmJtidad de proldm disminuye. 

Sin embargo, de acuerdo a la funciones de la IL-2, n...-4 e IL-1 O .., puede decir que 

.., esta dcacncadcnando ura rcspucsta inmunológica inclinada a Til2 aunque no ac de9carta 

un t.Amce con la respuesta TIII por la cxprcaión del mRNA de la IL-2. Al parccu la IL-2 

podrfa 9cr común pm11 la rcspucsta TII 1 y Til2 ya que su prirx:ipal función es lll de 

estirrular el c:m::imienlo de In ~ T y actúa como faClor de madunici6n y 

difc:tmciaci6n de ~lulas B y ca.las T (Me9gcr, 19911), por lo que es~ que ., 

dctcrmioc lo cxprcsión de IFN-y como prototipo de lo~ tipo TIII. El bUnce am-e 
caw dos IUb pobliocioocs puede acr muy imponanle J*1I ~ la bolDCOllUil mucoal 

y b ddi::i.- del botpedcro coma ,..no. ~ (Hmlmid, caiplhdo 1 O, 1999). 

-------a 



Dentro del sistema de ~ión de la ISH 1e encontró que esta t6cnica es 

capu de detectac la diferencia en la c:xpn:sión de mRNA de citocims entre un yeyuno de 

cerdo infectado con T. splralú y otro sin infección. En estos expa imedos la expresión de 

mRNA de IL-1 O en las rmestras de yeyuno de dos animales ( cxpa imeulos por triplicado) 

!IOl:rcsU:, lo que sugiere que 1C cst! delCncadcnando um respuc9l• TI 12 formal por la 

exprcsi6n de IL-4 e IL-1 O. Sin embargo, este rcsultAdo es prclimimr, "" ncccsilan mú 

experimentos pea ucvcnir esta lituación. La lL-1 O está rclaciomda también con una 

respuesta tipo no (o Tri), ya que 1C ha visto que liiúocitos no producen ahos l>Mlcs 

de esta cilocina. La ~ tipo THJ también esta rcprclCDlada por producción del 

factor de crccimicnlo tumo!II beta (fGF-P). por lo que "" nccesitari detectar la cxprcsión 

de esta citocina para evidmciar o no este tipo de ropucsta( Kitani t!I al., 2000). 

Las infcc:ciont:S por bclminlos es1'n uoci9das con respuestas de tipo nu ~ que 

con TI 11, pan la respuesta puede dependa- de la cnfcrmcdad; 11n11 respuesta TII 1 puede 

cncontrarlC en estados tempranos y la rcspucsta TI U en estados tardios. En ratones las 

infecciones por /1. po/ygynu. N. Brasi/~ruü y T. canls, llplll"<Dcmcnle inducen una 

respuesta TI 12 mientras que T spiralis y S lfllJnSOni inicialmente inducen una rcspuicsta 

Tif 1 la cual es rccmplanlda mas tarde por una respuesta Til2. Cuando la respuesta Til2 es 

dominante la ll,-l e IL-5 !IOD llCCTCtadas permitiendo W111 alta y persistente socrcción de 

anticuerpos (lgE. lgA) y es cooc:omiWlle con la expansión, activación e incremento de 

eosin6filos y ciJubs cctmdas (Mca&a, 1998). 

El papel de los cosioófilos en la resistencia del hospedero hm:ia hclminlos In l'fw> 

pc:nnanccc aun co~; in vitro IC les ha encomndo una acthidad citotórica potencial. El 

cfi:cto de los cosinófllos en la rcmtenciA a T spiralú dcpcn.ic en ¡¡ran pete de la 

variabilid.d gc:n!tica de cada ho"l'<"i"'" (Lamrnu "' al., 1992). Aún no cst! clllro si los 

eosin6fllos actúan en conlrll de los belminlos en hutmnos y de hecho hay pocos reportes 

del pepe! de las oélulas Til2 en in6:cciorw:s ~ cu amhu apocir:a. Sin c:mimao la 

inducción de la rcspucsca no por puibitos permite la IJCl""1lción de la cosinofilia y la 

producción de grandes cantidades de SUSlancias inftanliSloriu, lo que puede co~ a la 

inmunopatologla ~con infecciones por bdminlos. 



La produc:c:i6n de muchas cilocinu es comroi.da por mecani.smos tramcripcionalcs 

y tnlduc:c:ionalcs que aWl no cstAn bien estab6ccidos, por lo que el WIO de la JSH puede ser 

de gran utilidad para la investigación de la .:tivaci6n de célulu T, patrones de citocinas y 

la localización bistoló&ica de las células que c:xprcsan las citocinu en lesiones 

inflamatorias (Karr ~I al., 1995). Adcm'5 los estudios In sitM k>n imf>ortantcs para 

dctenninar la regulación de la respuesta inmunológica de Ja IWCOY intestinal, ya que esta 

difiere de la respuc9la sis!~ Um de las habilidades de •istcma inmunitario es 

reoonoc:a el rcpc:rtorio de antl&cno• que t.n sido gcncnidos durante la evo lución. El 

sistema inmunológico mucoaJ. a ditCttncia del sist&!mioo, está rclaciomdo con una lm)'Or 

cantidad de antlgmos debido • que es Ja supcrlicic de contacto má cxtCDM del organismo. 

El botipo de immmoglobulinas en el sistema inmune sistémico ~ en 

el sistema muooal. por ~lo. en sangre JgG es la -~~ ma:ror 

conccntmci6n y la lgA dim<!rica en las mucosas. Bailey y colaboradores en 1999, 

ob9crvllron que la tran.tcripción y llClClttión de la IL-2 pcmmncce con:stanle en LI.P 

aislados de intestino de cerdo y ~ cuando ""º acfü...dos. micnlra.s que los 

linfucitos de sangre pcrifmca de cerdo expresan y 9CCt'Clan citocinas cuando ""ª activados 

con agentes milogblioos como la Con A. Ebcrt y R.obcrts en 1996, cnoontraron que los 

linfocitos intracpiteliales al 111:r activ..tos In vllro con !L-2 en prcxnci.a de la 11.,..4 

secretada por LPI~ muestran wm miuoción en 111 prolifcnción y citotoxicidad, lo que 

podria explicar la respuesta baja de los linfocitos Ílllnlrpilelialcs. En este lrabojo x detectó 

la produc:c:ión de mRNA de IL_. m yeyuno de cerdo la cual podria ayudar a explicar la 

baja rcactii.-idad de los U.P del inlcstmo que podria ayudar en al¡uoa forma a mantener la 

tolcnncia oral, lldemb de la cxprcaión de mRNA de IL-1 O, que es la citocina ~rtlllllc en 

este fcnómi:uo. Ea por esto que es importante Clludim las respuestas iomunilarillS 

siltémicas y muoosalca con más dctaUc pea dctermimr IUS difcrcnciu en fimción y 

rcgul.cióo. 
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CONCLUSIONES 

• Se dÍ9cftaron 3 pares de oligonuclcótidos cspedficos para el mRNA de las IL-2. 

IL-4 e IL-10 de cerdo que contienen Wlll secuencia adicional de los promotores de 

tramcripción procarióticos de SP6 y 17. 

• C-On los oligo1U1Clcótidos disctlados lle realizó la obtención de ribo10ndu para 

detcct.ar la expresión de mRNA de las 11~2. IL-4 e IL-IO. 

• El empico de esta cstralcgia lilicilita la obtención de 10ndas c:spcclficas para 

determinar la expresión de cualquier protelna a nivel de ácido rrucldco, cuya 

~ nuclroUdlca """ conocida. 

• Se logró detectar la expresión de mRNA de las IL-2, IL-4 e IL-10 en yeyuno de 

cerdo infectado cxpcrimcntalmcn con T. splro//s y sin infección, por hibridación 

In sl111 oon las ribo1<>ndas obtenidas. 

• La expresión de mRNA de la IL-2. llA e IL-1 O lle vio incrcmcntada en yeywio de 

cerdos infectados ~e con T. splralls. 

• La expresión de mRNA de la 11~2. IL-4 y principalmcme de la IL-10 se obilervó 

prt"fcrentnncrue en células epiteliales, las cuales podrian formar pene de las células 

actt10rias del sistema inmunitario mucosa!. 

• E.sic trabajo deja abierta la posibilidad de que en el intestino .., dcscncadenc una 

respuesta inmunitaria tipo TI{2 y TIU principalmcntc. CS decir, no IOn cxcluymtcs. 

lo que podrla explicar la prolonpda pcnmnencia del ¡wisito en el inlestino 

porcino como pene del fmómrno de tolcnncia oral y aidencimia Ju difercocias 

cntrc la respuesta inmunológica sistánica y la respuesta inninilaria muoosaL 
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APtNl>ICEI 

J. FIJ-#tw Plln.f~, lb'-y pnyOtltdo (PLP) 

(Me 1-y N.U..:, 1974) 

1) T .. ,-c1e111i1aa-...,.to 

a) Mooobidrocloruro de -.. 0.2 M 

Monohidrocloruro de lisina 3.62 1 

Agua daitilada c.b. p. 

b) Na,HPO, 0.1 M 

Na,JIP04 2 H.0 

Agua dettililda c.b. p. 

IOOmL 

1.711 

IOOml. 

Mezclllr una pmtc de L y una pmtc de b. y ajustar el pH a 7.4 con HO 

l) Pan.,,..a.._.klo al 1 % 

a) Parafonnaldcl*lo lg 

b) A¡ua deáilioda c.b.p. 100 mL 

Di!iolvtt el parúirmaldelñdo en aeua con aaitación constme y calmcando sin 

.,i.q.- 60 'C. 

PLP 
ISOmL 

Parú>nnaldehldo al • % so mL 

0.426g 

H g (por cada 100 mL) 



1 2. Aaa• DEPC 

Se hK:e una 10luci6n al O. 1 % de Dietil pirocllft>onato (SIGMA) en 111UL Esta 

801ución 11e bomogc:niza por apación VÍl!Oros& y 11e deja toda la oocbc tapida con una 

torunda. dentro de IUla ClllnpMa de extBOCi6n, pea que .., libere d co, producido. Al 

liguienle ella. .., mcriliza por calor bWmdo i-a imctivw el DEPC. Ella agua, c:s libre ya 

de RNAus y ., ocupa en la diiboiw:ión de lu 80luciom::s ~ m la ISH. 

13. PllS 

DOO!va": 

a) 8 ¡¡ deNaCI 

b) 0.2 ¡¡de KCI 

e) 1.44 ¡¡de KH,PO, 

d) O. 29 ¡¡de Na,,HPO, 

Esto c:n 800 mi.. de agua destilada. Ajustar d pH a 7.4 con HU Aforar a 1 litro con llll'lll 

destilada. Alicuotar y cs&crilimr por autoclave ( 121 -C. 1 S libns , 20miouloa). 



1 4. Soluciones (Mira el cultivo de célui.1 monucleara 

1. HBSS - Solución salina Balanoeada de Hanlu 

REACTIVO P/ 1 LfrRO IX o PARA 100 mL IOX 

Glucosa 1.0 lt 

NaCI 8.0 11 
KCI 0.4 " 

1 {".aC'\,• 0.14 lt 
M1tSO,• 0.1 11 
M..CJ,• 0.1 11 
KJI,PO, 0.06fl 
Na.HPO, 0.061t 
NaHC01 O.lS 1t 
Roio de fcnol Piza 
HEPES A iustar • 111111 cona:nttación final SmM 
H O dcsk:>nimda c.b.o. 1000 mL 

• Nota ca el HBSS - (sin calcio ni magnesio), no IC adiciormi CSIOI reectivoL 

2. Medio RPMJ 1640 (Dutcb m.:xlification) 

El medio RMPl-1 (RPMJ inro~lcto) 1e prepara qún el marbete: 16.4 & de Cite 
polvo para 1 litro de JliUll dcsionm.da. Adcmú IC adicionan 2 & de bicarbonato de IOdio 
pea 1 ()()() mL de modio. 

El RPMJ-Complcto. El RMPJ- 1 necesita ocr co~ con los siguienles 
reactivos, para 100 mi. de RPMJ-C: 

REACTIVO CAmlDAD EN ML 
SFB 10 
L-alui.mina 1200 mMl 1.0 
PcnicilimlS 

.. 
1.0 

Piruwto de sodio ( 1 00 mM'I 1.0 
2-· 1 (JO uM'I 0.1 
RPMI-1 17.0 



¡ s.ssc2ox 1 

Disolver: 

a) Naa 175.3 g 

b) Citrato de sodio anhidro 88.2 g 

En 800 mi de agua dcslilada Ajustar d pH a 7.0. Estcriliz.ar por autoclave. 

1 ~ Búfer tk pr~lrlbrldacúJn 

El búfer de pre lübridación consta de los siguientes reactivos : 

REACTIVO STOCK CONCENTRACION FrNAL 

Formamida 100~. SO% 

ssc 20X 4X 

EDTApHSO 0.5M 2mM 

tRNA de levadura (GIBCO) 51118fml.. 250 µg/mL 

Sulfato de dcxtr"1 (SIGMA) 50 % en agua-DEPC 10~. 

Solución de Dcnhan 50X 1 X 

Este búfer se prepara en un tubo cppcndoñ. bl>re de RNAuas. A una muestra de 25 mm2 

se le adicionan nWcimo 30 µL de cs1c búfcr-. 



1 7. Sollldón tú IH"llanlt 50 X 

(Yangeta/., 1999) 

a) Albúmina lttica bovina al 1 % (SIGMA Cat. A2 I 53) 

b) Polivinil pirrol.idona al 1 % (SIGMA Cat. PVP-40) 

e) r1COU al 1 % tipo 400 (SIGMA Cat. P.s.415) 

Estos !Qctivos IC mezclan imo por WlO y la 10lución se esteriliza por filtnlci6n (0.22 µ 

de dWnetro ). Esta 10lución a estas conceruraciones es al 50 X. 

&. IJílfer tú *:ido -Uko (DIG DNA tktecdon kil tú llodte C"1L 1175 fUl) 

•) Ácido maléico 100 mM 

b) NaCJISOmM 

lmolvcr los reactivos y~ ajustar el pll a 7.5 con lcnltjas de hidróxido de sodio. 

Es ~rtanle que DO IC puc el pH. Debe quedar CXllCIO y si., Dcpra a paar, DO se 

recomienda adicionar Ha. Eotcrilimr por autoclave. 

1 9. IJílfu tú b/OfWD 1 

Disolver a SO "C, 1 g de rC9CtM> de bloqueo del D/G DNA <kuctlatt lJr en 10 mL de 

búlier de kido maléico. 



l 10. /JIÍfm empletlllos en Dot bloa 

L Bl(búfcrdekido~ico): 

l.Ácldo~IOOmM 

2. NaCJ 1 SO mM 

b. BW (búfcr de lavado): BI oon 0.3 % de Tw.:co-20. 

c. BB (búfcr de bloqueo) 

d. SC (Solución de oolor): Se mc:a:lan 4S µL de w. aolución patrón de NBT (7S 

mglmL en dimctil fonnmnida 70 % en agua) y JS µL de BCIP (SO mglµL en dimetil 

funnamida 1 ()() %). 

l 10. Solución D 

REACTIVO CONCEmltACION 

Iaotiocianato de oodio S.5M 

CÍlr8lo de modio pH 7 .O 2SmM 

Sarcosyl 0.5% 

2..¡lmcrcaplodanol O.IM 

( ClJomczyoski y Sacchi. 1916) 



¡ 11. Otros blefus 

TN: Tris HCI 100 mM. NaCI 150 mM. pH 7.5 

TE: Tris llCI 1 O mM, EDT A pH B.O 1 mM, pH B.O 

T AE 1 X: 0.04 M de Tris bonito, y 0.001 M de EDT A. pH B.O 

Se prepara Wlll dilución del organosilano (y-Methacryl oxypropiyl trimetho~ de 

SIGMA) al 2% en tlCelona. loa portaobjetos 9C mmtic:nen en esta solución por 30 minutos y 

9C dejan secar toda la noche a 37°C 



APDIDICEII 

¡ 1. Extncclón tk ,,U.IWMlo 

A. Se liembra llDll caja de LB ~ SO (SO µ¡ de IU11pÍcilim /mL) con la cepa que 

conlenga el plámido que .., dc8ca cxtrw.r (Ej: CpIL-2. CpIL-4, Cp23. I, CpBAq. 

Se incuba 16-18 ha 3S "C. 

B. De esta caja. .., loman un par de .-las que IC inoculan en 200 mi.. de LB llqWdo 

con SO µ¡¡ de ~ilim/ml. y oc incut. a 3 7 "C toda la noche a 200 rprn. 

Con ate medio crecido: 

BUFER 

TS 

ELT 

SPEO 

1. Dos mL de cultiYo fueron ocntrifupdos a 1 O OOOg (r -4.S an), por 2 min. 

2. Se le adiciomron 200 µL de TS 

3. Se .pó fucrtanmte en YOrtex y .., le adicionaron 200 µL de EL T, dcspub 

1eagitó-wmcotc. 

... Se dejó rcpo- la mc:zcla s min • tcqicntun ll1lhiente. Dcopá 9C 

caJlrffu&ó la mezcla 30 mÍll a 10 000 X 11 a tcmpcnlunl mnbio:nlc. 

S. Se tomó el 110lnmdmnle., .., le adicionó 1 volumm de SEPG y 1C mezdaron 

por inwniOn, dejando ~ la mezcla 17 min. Daipub .., ccmrifuaó a 

10000 X 1 por 3 min. 

6. Se eliminó el 110tira.dantc. 11e ..:ó a wcio la s-illa y se .-npmdió m 

30µL de 111"8 "'icWíleda Si no.., reanpcndc r'rü-•••&c calr:mlar a 37 "C 

por 10 min. 

7. Se rurificó el pWmiido por c:xtraccióo fmólica <-- addont.e ). 

CARA1,.;1~11CAS 

Tris SO mM pH 1.0 ( suarda- a -20 "C) 

EOTA 100 mM. Lilorima 2 lllSfml.., Triloo X-100 0.1 %. Se s.-da a-20 "C. 

Polildilm pool PM 6000-IOOO al 20 %. N.ct 1 M. EDT A 1 mM. Trill Ha 1 O 

mM. pH 1.0. Se~ a .e "C.. 



12. Purljkodó11 por extnu:cló11 f~nólkll 

l. Se ll<lic:iona 1 volwnen de fenol cquilibndo (pH>8.0) al DNA Se qila 

vigorosanaite y .., centrifuga 3 min a 1 O 000 x g a t~ ambiente. 

2. Se ICJlm'll la 10luci6n llCUOM y .., le adiciona 1 volumen de cloroformo. Se agita 

vigorosanaite con el vortcx y.., a:ntriJ\Jga a 10 000 x g por 3 mina~ 

ambiente. 

J. Se leJl"B la IUe acuosa y oc le adicionan 2 volúmenes de C:W.OI abooluto fiio junto 

con 0.1 volwnen de UC:l. 4M. Se ccotrifu¡a a 1 O 000 x g a 30 mina 4 "C. 

4. Se elimina el 10brcnadante y oc llCCA a \1'CÍO. Después ac rcsuspcndc en 30 µL de 

agua-DEPC. 

S. Se corre wi gel de agarosa al 1.0 % agarosa p .. 111 oDIOCl"Vllr ca p1llSUllOO o cJ 

producto de PCR purificado. 

1 J. Pr~poracló11 d~ gda d~ 11garosa 1 

Para correr ima rrucstra de DNA ac pucdcu empicar ec1cs de agarosa del 1 al 2 % 

derc:nd;moo del lamlll\o del fragrnmto del 6cido nuclrico a anali7Jlr. Se recomienda utilizar 

agarosa al 2 % cuando los fragmentos tienen un tamaAo menor a las 1 SO pb. Pana n:alizar un 

gel de agarosa al 1.0 % se siguen los si¡¡uientes i-os: 

1. Pesar 0.2 g de agarosa (de prcfctcnciil ultrapura o grado Biol l\tol) 

2. Di3olvcr en 20 mL de T AE 1.0 X 

3. Di3olvcr la nprosa coa.,~e a calor, evitando llegar al~ de cbillición. 

4. Adicionar 2 µL de un llod: de bromuro de ctidio (10 mglmL). 

S. Homogcni7M y vena- en una c:anaailla. Ponarl:: cJ peine adecuado y drjar IO!idifics. 



Después oc coloca la canastilla dentro de una cámara y oc le adiciona el búfcr de 

corrimiento, que es el mimio con el que oc preparó el gel, en una concentración 1 X. 

Emq¡iUda las muestras oc colocan en los carriles empicando p.va ello el bUfcr de muestra 

Concentración final 

Búfcr de muestra = Azul de brornofcnol 

Glicerol en agua 

0.25% 

30.0% 

De este bUfcr oc adicionan 1 µL con 2 a J µL de la muestra. Siempre es imponantc 

correr lu mucstru junto con el marcador de DNA Se corre a 100 Y ó 14 mAmp; por un 

tiempo JO - 60 nún 

Nota: los geles oc COfTCll del citado (polo nq¡ativo) al .inado (polo positivo). 

Primero oc dtj an. la cámara de electroforesis que oc va a empicar junio con el carro y 

el peine en NaOH 0.5 N !oda la noche p.va inhibir RNAsas. Después IC enjuagan con agua

OEPC y se dejan secar (oc deben usar guantes) 

l. Se hace un gel al 1.2 '°'• Para csio se pesan 0.3 g de asarosa y oc disuelve en 18 mL 

de agua-DEPC 

2. Dcspu6 te le agregan 2.2S mL de Dúfcr de corrimmuo al 10 '<•más 4.47 mL de 

formaldchldo (37 "º) 
J. Se deja solidificar a lemperatura amtMcnte dentro de una campana de extracción. 

4. La muestra 1C prq>&ra de Ja liguicntc forma: 

a. J µLdeRNA 

b. 1 µL de búfcr de corrimiento IOX 

c. J .75 µL de fonnaldchído 

d. 5.0 µL de fommnida 

e. 1.0 µL de búfc:r de muatn. 



f. 1.0 µL de bromuro de etidio (1: 1 O (v/v) eu agua-DEPC, del Slock 1 O 

mg/mL). 

S. Todos estos elementos 9e calientan a 6S "C por 1 S mio e inmediatamcru IC colocan 

en hielo por S min. Todo el volumen coarenido en el tubo de reacción se adiciom en 

los carriles del gel antes hecho y 9e deja correr a 60 V por 4S mio. El gel 9e corre 

con el bófcr de corrimicnlo 1 X en agua-DEPC. 

Búfcn para la realización de geles dcsnaluralizaotes 

BUFER CARACfERlSTICAS 

De corrimiento 1 O X MOPS 0.2 M (pi! 7.0) (SIGMA), acetato de 90dio 80 mM. EDTA 

1 o mM (pll 8.0). 

Búfcr de DJllCSln Glicerol al 50 '1 .. EDTA lm M (pll 8.0), &Z111debromofi:nol0.2S%, 

y el colorante xilerH:Mnol 0.25 % 

5. P•rifk:ad6a de DNA dr treln dr ... ,... (Apn.a Id utnctloa Kh. Bollrrt.cer, 
Cat: 1"6 505) 

!.Cortar el fi"aemenlo de aprosa ron el DNA que se dclca purificar. 

2..Adiciomr 300 µL de bükr 2 del kit • 1 µg de DNA. 

3.Adicionar 10 µL de sfiica gel por 1 µg de DNA y 4 µL mas por cada µg de DNA CXl1L 

4.lncutw por 20 mio a una ~ura de 56-W "C y mezclar en "tlrtex c:aia 3 mimdos. 

S.Ceobifilpr 30 q 111 10 000 x & a~ ambieme. 

6.Adiciotw 500 µL de bükr 3 y homo¡¡cnizar con voncx. 

7.Caitrifugar 30 q • JO 000 x g • ~ .-bieole y despuCs dclcartar 90~ 

8.Adiciomr 500 µL de Bú&:r -4 y bonv¡wirw por voncx. 

9.Caitrifugar 30 q a velocidad mhima • tcqicratwa ambimk y cbpub ~el 

IObrc:mdanfe. 



1 o. Repetir 1 \lez. 

11. Scar a t~tura ambienlc por 1 S minutos. 

12. Rauspcnder en 2S µL de agua destilada. 

13. Incubar a 60 "C por 1 O min. 

14. Centrifugar 30 11Cg a 10 000 X g a I~ ambiente y delpá toam el 

sobreoadantc que contienen el DNA. Repetir al menos dos wca sin juntar lu doa 

extracciones para recupcrv el nxinlo de DNA. 

IS. Cuantificar el DNA. 

16. Identificar en un gel de aprosa. 

6. C_,,,¡¡¡c,,dó11 tkl DNA 

•) Eaptttrofotómdro 

Se rca1i7JI una dilución 1: 100 del llcido nucleico en agua destilada o agua-DEPC, 

9Cj¡Ón sea oorm:nientc. fata dilución se Ice a una A.• 260 nm. calihnmdo con agua destilada 

o agua-DEPC. El cálculo de la oon=itn1ci6n del kido nucldc:o se realiza de la siguicnle 

funna: 

Conccntraci6n • ..M>t.~c de conYCl]i6p • Ytolll . • µglµL 
Ymucatra 

Factores de oonwnión (Catalo¡o Promep 2000): 
1. DNA de doble cadena • SO µglµL 

2. DNA de Clldaia -.cilla • 30 µgl µL 

3. RNA• 40 µ&/µL 



b) Plaai de acan>M. 

Se vierte agarosa al 1 Yo en T AE 1 X oon bromuro de etidio aobre una caja Petri y 11e 

deja gelificar a temperalura ambiente. Se le coloca 1 µL de una dilución de DNA pmón en 

agua destilada. Este DNA puede oer DNA de esperma de salmón (GIBCO. C.. 14 430 -

029), del cual se tienen conocimiento de su conr.cntración, por lo que 11e parte de éste pea 

realizar las diluciones noccsariu para una curva esUndar y poder determinar la 

cooccntración de nuestro problema. Después de colocado el DNA 90bre la placa 1e deja 

difundir por 1 S mio a l~W'a ambieolc y después se obocrva en un transílunünMo• de 

luz U.Y. 

¡ 1. Cii.lu ro•petftltn y tnalforwadlMI roa p.._ld• Nderia•• 

t. Se hace un cuhi\'O bacteriano de DH54a en LB liquido a partir de prcinócu1o (en 

una dilución 1: 100). 

2. Se incut:. a 3 7 "C oon agitación constan1e h.ula aJcamar una densidad óptica (DO) 

de 0.3 a 0.4 a una longitud de onda de 490 nm ( dcmidaJ óptica donde lu bacterias 

se cncucntnln en fa!IC logarllmica de crecimiento). 

3. Se centrifuga el cuhivo a 2600 x g por 7 mina 4 "C y se rcsuspcnde en un wlumr:n 

de CaCI, 0.1 M fria (volumen .D para alcanmr una D.O·de 0.S. Este volumen,., 

c:aJcula de la si&uimtc forma: 

O.SI D.O • z y 100 /z • .r volumm 

4. Dejar en birlo por 10 min. 

S. Centrifugar a 2600 x g por 7 mio a 4 "C y rcsuspcnder en l /S del wlumcn múrior. 

6. Estas células oc alicuotan en tubos cppcndorf de 200 µL cada una y se coocelan en 

nitróecno liquido. Se ¡uardmi a -10 -c. Estas ctlulas ~ .,.., .,.. 

cñcicntcs durante 1 mes; sin emlm¡o oc m:omionda ._m d mÍlmO dia en que 

rcalmron. 



TRANSFORMACIÓN POR CHOQUE TÉRMICO 

7. Se le 8diciooan a 200 µL de célulllS co~cs, < SO ne de DNA. La mezcla "" 

incut. 30 min Cll hielo. 

8. Se calienla la 1DC2JCla de DNA y oélul.. a 42 "C por 90 llC1'-

9. ~ ""coloca en hielo 2 min. Después se le adicionan 800 µL de LB y 11e 

incuba a 3 7 "C con mgUción oomtanlc por una hora. 

10. Se sianln mosMmcntc wia caja de LB~ SO con las células tnmsfunmdas. Asl 

millno 1e licmtnn la cajas con los oomrolcs 8dccuidos. 

11. ldenliticar el pl'5rmdo e11 un KCf de 11prosa al 1.0 %. 

l /1. S"'1cloNldóll tk /11 fJ-«"- ae plJS SK +/- 1 

l. El pñna J..i es poseer el YCCtor en d que"" va a cloim (Cll este cuo p8S 

SK+/-) y d hgmrnlo de DNA que ac quiere clo,_-, El W>Ctor "'1ioeariz:a con la mima 

em:lma con la que el fiacrocnto fue c:x1nldo del otro vector. T-o el Y<dor lincariado 

como el DNA de interés ac purifican y ac cuanlifiam debidamcnle. en este cuo el Yeetor 

cmplmdo fue p8S-SK y fue ratringido con 8an H 1. En el cas> del W>Ctor. es ncoeario 

aomd.alo a wa ~iónde ~ 

Toa.ndo como rdi:nocia que 1 11& de DNA equivale a 0.36 pmolcs de DNA. ac 

reaJim .. ~ l"C8CCi6a de desbb illlción: 

REACTIVO CANilDAD 

DNA (Vector l'ClllrinPtol o.36pmoa 
Fose.t.. alcalina de canm'ÓD 1 µL 

(Roche Cal. 713 023) 1 U/µL 

BúblOX 1 µL 

Agua-DEPC cbp IOµL 



Se incuba 1 b a 3 7 "C. Se corre Wl gel de apro111, IC purifica por el Kit. .., 

cuantifica y se 90DW:te a UDa re80Ción de li&ación. 

2. El DNA que se dexa inlegrw al plúmido, en el cuo de IUbclomción, es cxtnddo 

de otro pl4smido, con la mÍ5ml enzima de restricción con la que .., restrin&i6 el wctor, esto 

para generar extremos cohesivos. En CSle cuo, se extnljo el fraammlo de la li-actn de 

p23.1 con Bam 111. Este fi-agmemo 1e purifx:ó y se cuan1ificó. 

2. Con estos DNA .., realizaron las liguia!l.cs l'C8Ccio~ de lipción: 

REACDVO REACCIÓN 1 REACCIÓN2 REACCIÓN3 

DNA YCCtor Dcsfosforilado SO n¡¡ Deáosforilado SO 118 Fosfi>rilado SO 118 

DNA de inlcrés Fosforilado J .SO n¡¡ Desfosforilado 1 so na 
Dúfcr 10 X lµL lµL lµL 

Enzima T4 ligasa lµL 1 µL 1 µL 

(Roche. Cal. 716 

359) 1 U/µL 

Agua-DEPC cpb 10 µL 

Se incubaron estas reacciones a 16 "C por 16 h. ~ 1C realimron las siguicntct 

transformaciones: 

1. Con el DNA de la reacción 1. 

2. Con el DNA de la reacción 2. 

3. Con el DNA de la reacción 3. 

4. Con pDS-SK circular 

S. Sin DNA. 



R<:ali7.adas las lnlnslOnmciones, IC oelcccionaron un número repre3Cnlatiw de 

colonias candidatas de la subclonación n:aliDda. Después oc les rcalizaron unas núncprcps y 

polleriormcnte su rcspcctivo .mJisis por p.ironr:s de ~ 

Al aubclonar el cDNA de la f'-.:tina de p23. I a pBS-SK. oc obtuvo el plúmido 

pBAC, el cual fue identificado medimnte el si¡¡uicote pM16n de restricción: 

• pBAC tiene un pea> total de 49SS pb. 

ENZIMA FRAGMENTO ARROJADO (pb) 

Posición 3' (pb) Posición S' (pb) 

Aocl 1942 y 3016 146 y 4112 

Smal IS49y3109 IS9 y 4799 

BmnHI 29SI y2000 

>Chal Linearimción: 49SI 

Kpa 1-"- iZ11C ión: 49SI 
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