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INTRODUCCION

El corazon es un misculo cardiaco que tiene la funcion principal es bombear sangre a todo
el organismo para mantener la demanda de Oxigeno y Nutrientes. Esta compuesto de una
mezcla compleja de céiulas, donde las mas predominantes son los miocitos cardiacos
(cardiomiocitos) v ios fibroblastos. El papel que desempefian los cardiomiocitos es estructural
y funcional ya que son capaces de alterar sus procesos de sintesis y degradacion en
respuesta a sus cambiantes demandas fisioldgicas del corazén, donde las citosinas y
quimosinas desempefian un papel importante en la remodelacion cardiaca y fisioldgica,
principalmente en trastornos patologicos (Berne, 1981).

Las citosinas son proteinas de bajo peso molecuiar que juegan un papel importante en Ia
respuesta pro-inflamatoria y anti-inflamatoria. Existen varias familias de citocinas gue se
clasifican por su funcién biologica, y ias citocinas de la respuesta de ceiulas T cooperadoras
(Th, T por su maduracion es en el timo y h helper, de la traduccion del inglés) son una de las
Mas importantes. La respuesta Th provee COoperacion coh células del sistema inmune y
células que median la actividad citotoxica, y se dividen en tres tipos de células Th1, Th2 y
Th17 (Berger, 2000, Damsker y col., 2010).

La induccion de quimosinas, citosinas pro-inflamatorias y otras moléculas relacionadas como
interieucina (IL)-1B, factor de necrosis tumoral a (TNF-a), factor de crecimiento transformante
B (TGF-B1) y factor nuclear kB (NF-kB) son Caracteristicos de trastornos patoldgicos del
corazon (Serra y col., 2010; Murray y col, 2000; Xia y col., 2009). El incremento de citosinas
pro-inflamatorias durante trastornos patoldgicos esta altamente correlacionado con fibrosis,
en confraste con corazones de animales ejercitados donde no hay un incremento de
citosinas pro-inflamatorias tales como IL-6, TNF-a, TGF-81 y NFkB, mientras que otros
estudios demuestran que citosinas anti-inflamatorias como IL-10 disminuyen. Sin embargo, la
expresion génica de citosinas de la respuesta Th1, Th2 y Th17 en ventriculo izquierdo de
rata se desconoce. Por lo anterior, este trabajo plantea evaluar la expresion de las citosinas
de la respuesta Th1 (TNF-a, TNF-B, IFN-y, IL-18), Th2 (IL-4, IL-6, IL10} y Th17 (IL-17a) en
ventriculo izquierdo de rata por medio de PCR.



ANTECEDENTES

El Corazon

El corazén humano es un masculo que contiene cuatro camaras situadas a la izquierda de la
cavidad toracica, cuya funcion es bombear sangre a todo el organismo para mantener la
demanda de oxigeno y nutrientes. El pericardio exterior, miocardio medio y pericardio interior
son las tres capas que comprenden la pared del corazén. El pericardio, consiste en tejido
conectivo y tejido adiposo que protege el corazon al reducir la friccién, el miocardio grueso
esta hecho de tejido muscular cardiaco organizado en planos y suministrado por capilares
sanguineos, capilares linfoides y fibras nerviosas, y el endocardio se compone de epitelio ¥

tejido conectivo con muchas fibras elasticas y colagenosas (Berne, 1981).

El interior del corazon esta dividido en cuatro camaras huecas, con dos a la izquierda
y dos a la derecha (Figura 1). Las camaras superiores son llamadas auriculas y reciben
sangre regresandola al corazon, Mientras que las camaras inferiores son llamados
ventriculos y reciben sangre de la auricula para bombear hacia las arterias. La auricula y
ventriculo izquierdo estan separados de la auricula y ventriculo derecho por una pared solida
llamada septum evitando que la sangre se mezcle (Berne, 1981).

La auricula derecha recibe sangre de la vena cava superior, cava inferior y la mas
pequefia (seno coronario), la cual drena sangre al interior de dicha auricula al miocardio del
corazon. La pared del musculo ventricular derecho es mas delgada que el ventriculo
izquierdo, debido a que solo bombea sangre a los pulmones con una baja resistencia al flujo
de sangre. Por ofro lado, el ventriculo izquierdo bombea sangre a todo el organismo Y
estructuralmente es mas corto y tiene mayor forma conica que el derecho y forma parte de
apex del corazon (Berne, 1981).

Ventriculo izquierdo

El ventriculo izquierdo forma el vértice del corazon, donde la mayor parte de toda su cara y
borde izquierdos dan hacia al diafragma. Debido a que la tensién arterial es mucho mas alta
en la circulacion sistematica que en la pulmonar, el ventriculo izquierdo desarrolla mas

trabajo que el ventriculo derecho (Moore y col, 2010). Una de sus funciones principales es
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mantener las valvulas en su lugar durante la contraccion del misculo cardiaco y asi evitar un
prolapso hacia las auriculas ya que la sangre pasa desde el Ventriculo izquierdo a través de
la valvula aortica hacia la aorta ascendente donde esta se dirige hacia las arterias coronarias
que irrigan el corazon (Tortora y Derrickson, 2011).

El ventriculo izquierdo tiene la capacidad de: 1) relajarse rapidamente por lo que
participa en la relajacion diastélica y de llenado, 2) contraerse rapidamente por ko que
participa en la contraccion sistélica y de eyeccion, y 3) auMentar o disminuir su capacidad de
bombeo durante cambios de presion o volumen de sangre (BefNe, 1981). La remodelacion
cardiaca, ya sea por cuestiones fisiologicas o patoldgicas (Grossman y col, 1975 Chung y
Leinwand, 2014; Pelliccia y col, 1991), las citosinas desempefian un papel importante
durante dichos procesos, ya que, se han conducido estudios en los cuales se reporta la
activacion cronica de citosinas especificas que, si no soh controladas, llevan a un falo
cardiaco y posteriormonte la muerte (Nian y col,, 2004; Mehra y col., 2005).

Camaras derechas -2 N Camaras Izquierdas

Auricula izquierda

Ventriculo izquierdd

Figura 1. Camaras huecas que dividen al corazon, con dos a la izquierda y dos a la defecha:
1) las camaras superiores llamadas auricula y 2) las camaras inferiores llamadas ventriculo
(Tomado de Berne, 1981).
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Citosinas

Las citosinas son proteinas reguladoras de bajo peso molecular o glicoproteinas que
responden a diferentes estimulos del cuerpe (Salman y Salih, 2015), las cuales, constituyen
una red de interacciones en la que se conectan distintos tipos celulares y cada una de ellas
induce o suprime su propia sintesis o la de ofras citosinas. Ademas, favorecen de manera
sinérgica la accién de ofras citosinas o bien actian como verdaderos antagonistas de sus
efectos biolégicos y funcidon reguladora (Fiielia y col,, 2002) Las citosinas son nombradas de
manera arbitraria dependiendo de su funcion biolégica (Factor de necrosis tumoral,
interferones, etc), y algunas ofras son llamadas interleucinas por que se creia que [as
citosinas se formaban y actuaban sobre l0s leucocitos (Abbas, 2012). Las funciones
principales de las citosinas es estimular la respuesta inmune humoral, respuesta inflamatoria,

regulacion de la hematopoyesis y proliferacion celular (Salman y Salih, 2015).

Las citosinas son producidas en forma limitada y con poca duracion, la vida media de
las citosinas depende de su funcion en el hospedero. Se da el caso que una citosina tenga
diferentes efectos en la misma célula o diferentes citosinas que tengan la misma accion en
una sola célula, esto ultimo dependiendo del estimulo que haya recibido el cuerpo, una vez
que la citosina llega a su ceélula diana produce su efecto o efectos especificos, estas células
diana responden al efecto de las citosinas produciendo nuevo RNA mensajero (RNAmM) y
proteinas, slendo ast una respuesta biolégica especifica (Khan, 2008).

Clasificacion funcional de las citosinas

Las citosinas estan clasificadas por familias y cada una de ellas tiene una funcién biologica
especifica (Tabla 1). La familia de las citosinas TNF incluye mas de 20 miembros codificados
por un gen, con un enfoque en la propiedad biologica como lo es evitar la proliferacion
celular. A pesar de que hay alrededor de 33 citosinas, la familia de IL-1 tiene 11 miembros,
incluyendo a IL-1a, IL-1B, IL-18 e IL-33, esta familia funciona principalmente como citosinas
inflamatorias. Por otra parte, la familia de IL-6, incluye miembros como IL-6, factor inhibidor
de leucemia, IL-11, oncostaina, factor neurotropico ciliar y cardiotropina-1 en donde cada una
de ellas induce una fase aguda de proteinas hepaticas entre otro tipo de actividades
bioldgicas. La familia de IL-10 incluye a IL-22 que se encarga de inhibir o regular las

respuestas inflamatorias e inmunes (Dinarello, 2007).
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Tabla 1. Clases funcicnales de citosinas.

Clase Funcional

Propiedades Primarias

Otros efectos

Ejemplos

Factores de Crecimienta
de Linfocitos

Citosinas Th1

Citosinas Th2

Citosinas Th17

Citosinas pro-
inflamatorias

Citosinas anti-
inflamatorias
Adipocinas
Sefializacidon de citosinas
gpi30

Factores de crecimiento

nervioso

Citosinas activadoras de

osteaciastos

Factor de estimulacién de
colonias

Citosinas angiogénicas

Factores de crecimiento
mesengquimatosos

Interferdn tipo Il

Interferdn tipo |

Quimosinas, otras

Expansion clonal

T Respuesta Th1

T Respuesta Th2

t Respuesta Th17, IFN-y

t Mediadores

inflamatorios

| Genes inflamatorios

Pro-inflamatorias

Factores de crecimiento

1 Células

nerviosas/Schwann

Resarcion ¢sea

Hematopoyesis

Necvascularizacion

Fibrosis

Activacion de macrofagos

Anti viral, 1 MHC clase |

1 Migracion celutar

Polarizacion de
Th1/Th2Th17

Expansion Clonal de CTL®

TProdtccion de

anticuerpo
Respuesta autoinmune

+ Respuesta inmune
innata

| Letalidad mediada por
citosinas

| Enfermedad autcinmune
pro-aterogénica

Activacion de células B,
fase aguda

Activacion de células B

Estimulacion inmune

Pro y anti-inflamatorio

Pro-metéastasis

Pro-metastasis

Incrementar al MHC clase
il

Anti-inflamatorio; anti-
angiogénico

1 Activacién celular

TR B
15

IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18

IL-4, IL-5, IL-18, IL-25, IL-
23

IL-17, IL-23, IFN-y

IL-10, IL-1B, TNF-q, IL-12,

IL-18, IL-23

IL-10, IL-13, TGF-B, IL-22,
IL-1Ra, IFN-a/B

IL-1a, TNF-a, IL-6, leptina,
adiponectina,

IL-6, CTNF, IL-11, LIF,
CT-1

BNDF, NGF

RANK L

IL-3, L-7, G-CSF, GM.
CSF, M-CSF

VEGF, IL-1, IL-6, IL-8

FGF, HGF, TGF-B, BMP

IFN-y

IFN-a, IFN-8

IL-8, MCP-1, MIP-1a

“Tabla tomada de Dinarelio, 2007.

13



Citosinas de la respuesta de células T cooperadoras

La respuesta de las células Th (llamadas T ya que maduran en el timo, y “h" de su traduccion
del inglés helper), las cuales son un grupo de células que se dividen funcionalmente para
proveer cooperacion con otras células del sistema inmune y células que median la actividad
citotoxica. Las células Th expresan Moléculas CD4 que, tienen la funcion biologica de
interactuar con €l complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il, siendo este un proceso
vital para la activacién del sistema inmune (Albelo y col., 2013). Esta regulada por citosinas
que son responsables por la mayoria de los efectos bioldgicos del sistema inmune, asi como,
inmunidad mediada por células y respuestas alérgicas, donde los linfocitos T, son la mayor
fuente productora de citosinas ya que estas células llevan receptores especificos de antigeno
en su superficie que les permite el reconocimiento de patégenos extrafios. Los linfocitos T se
distinguen por la presencia de moléculas de superficie celular conocidas como células CD4 y
CD8, donde los linfocitos T que expresan CD4 son conocidos también como células
cooperadoras y a su vez estas se dividen en tres tipos de células Th1, Th2 y Th17 (Berger,
2000; Damsker y col., 2010).

Las citosinas de la respuesta Th1 que comprenden las citosinas IFN-y, la familia de
los TNF's, IL-1 e IL-2 que funcionan durante la respuesta inflamatoria. Las células Th2 que
producen IL-4, IL-5 IL-6, IL.9, IL-10 e IL-13 que intervienen durante proliferacion células
fagociticas e inhibiendo a las mismas (Romagnani, 2000). Las células Th17 compuestas por
la familia de las IL-17 son relacionadas con la respuesta pro-inflamatoria durante

enfermedades autoinMunes como artritis reumatoide (Hernandez, 2009).

La respuesta por parte de las células Th1 Mmedia la actividad de IL-2 e IFN-y que
proliferan a las células T-citotéxicas en enfermedades autoinmunes. Las células Th2 por
medio de IL-4 e IL13 con una posible partiCipacion de IL-33 regulan la produccion de
anticuerpos. En el caso de Th17 gue tiene efecto en enfermedades autoinmunes con [a
produccion de IFN-y dirigidas por IL-17 que a su vez son reguladas por IL-23. La
diferenciacién de T dentro de IL-17 juega un rol importante en modelos de enfermedades
autoinmunes, en coMparacion con células T que son producidas por las células Th1, ya que
el mismo efecto se da con las células T reguladoras (Treg) que son también controladas por
las citosinas expresadas por dichas células. Las células Treg tienen la funcion de suprimir
procesOs autoinmunes coMo el caso de rechazo de injertos en humanos que depende de si

hay una expresién por parte de IL-10 y TGF-f (Dinarello, 2007).
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Citosinas de la respuesta Th1. Interieucina 1 beta (IL-18) es secretada en e torrente
sanguineo por macréfagos en procesos inflamatorios (Quanhui y col, 2016), causa
destruccion de las células B que conducen a la diabetes mellitus tipo 1 (Khan, 2008). Esta
citosina es un importante mediador de la respuesta inflamatoria, también esta envuelto en

varios procesos celulares como apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular.

El Interferon gamma (IFN-y), pertenece a la familia de los interferones tipo I, es
producido y activado por linfocitos T, células NK y células (Khan 2008). IFN- y es esencial
para la proteccion del cuerpo ante enfermedades causadas por bacterias, virus, parasitos,
hongos y para la elminacion de células malignas (Mata y Hernandez., 2008) ademas de ser
un potente activador de fagocitos mononucleares. La expresion del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) de clase | y Il es aumentada por IFN-y, induciendo la regulacién
del MHC | ante la defensa del huésped contra un patdgeno intracelular. También regula la
via de presentacion del antigeno MHC Il dando como resultado a la activacion de los
linfocitos T CD4, no solo estimula a MHC |l para que presente el antigeno, sino que también

ayuda a inducir a que las células expresen sus genes constitutivamente (Khan 2008).

Ofra de las citosinas pro-inflamatorias es e Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q),
que realiza su efecto como un poderoso iNmunomodulador inflamatoric con actividad
citotéxica, elminando células malignas. Se ha visto que una deficiencia de esta citosina
puede causar un incremento de células tumorales (Barbara y col, 1996), ademas de regular
la activacion de leucocitos, liberacion de quimosinas, la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) e intermediarios de nitrégenos (Fragoso y col, 2013). TNF-a se induce a si
misma, y también la produccion de IL-1, IL-6 Via Macrofagos (Khan 2008).

Factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) es una citosina pro-inflamatoria también
llamada linfotoxina alfa, es producida por células monoNucleares humanas en sangre
periférica (PBMC), mediada por IL-12 e [FN-y (Sriskandan y col., 1996). Esta envuelta en la
formacion de organos iinfoides secundarios durante su desarrollo. Una variacion genética
con esta Citosina estd relacionada con enfermedades como artritis psoriasica, linfoma no

Hodgkin, entre otras.

Citosinas de la respuesta Th2. La interleucina 4 (IL-4) es una citosina producida por células
Th2, mastocitos y células NK (natural killers), participa en la regulacién del sistema inmune

ayudando a la diferenciacion de células T y también funciona como factor de crecimiento
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para los linfocitos (Zamorano y col., 2003). La IL-4 suprime la produccién de células Th1, es
requerida para la produccion de IgE y es la principal citosina que causa el cambio de isotipo
de células B hacia 1gG a IgE e lgG4 (Khan, 2008).

La interleucina 6 (IL-6) es producida por varios tipos celulares como: monocitos,
macrofagos, linfocitos T y B, etc, tiene un efecto pro-inflamatorio. Es activada por virus,
bacterias y también por ofras citosinas y la accion de otras citosinas como IL-1 y TNF-a. La
IL-8 es la principal estimuladora de proteinas de fase aguda. Tiene uUn papel importante en Ja
termogénesis corporal y es secretada en el tallo cerebral ya que es muy importante para la
produccion de las etapas finales para la fiebre (RamiTez y col, 2010). Es regulada por
factores esteroidales y hormonales (Khan, 2008).

Interleucina 10 (IL-10), es una citosina anti-inflamatoria secretada por los macrofagos
(Khan, 2008), causa inhibicion de la maduracion de células dendriticas que esta a su vez
causa una reduccién de las citosinas pro-inflamatorias Interferon gamma, interleucina 1, 4 y 5
y factor de necrosis tumoral alfa. También funciona como inhibidor de células Th1 e inhibe
células presentadoras de antigenos (Khan, 2008). Un nivel elevado de IL-10 puede provocar
problemas al momento de combatir una infeccién microbiana y también se asocia que niveles
bajos de esta interleucina puede llevar a un desarrollo de alguna enfermedad autoinmune e

incluso cancer (lyer y Cheng., 2012).

Citosinas de la respuesta Th17. Interleucina 17a (IL-17a), es una citosina principalmente
inflamatoria que ejerce principalmente su funcidon sobre células mieloides y celulas
mesenquimales al inducir la expresion del factor estimulante de colonias (G-CSF), en las
cuales aumentan la granulopoyesis y dirigen neutréfilos hacia €l sitio de infeccién (Flores vy
Talamas., 2012). Esta citosina regula IL-6 en células de cartitago, en el liquido sinovial y
tejido dseo. Se ha visto también que regula la produccion de Oxido nitfico y aumenta niveles
del RNA mensajero del éxido nitrfico sintasa. Un incremento de IL-17a puede elevar los
niveles de manera desenfrenada de IL-1 y TNF-a en el cartilago, liquido sinovial y el menisco

y esto a su vez plovocar artritis reumatoide (Moseley y col.,, 2003).
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Citosinas expresadas en el corazén

Las citosinas desempefian un papel importante en la remodelacién cardiaca y fisioldgica,
principaimente en trastornos patolégicos. Estudios demuestran que dafios o padecimientos
del muscuto cardiaco estan acompafiados por la induccién de quimosinas, citosinas pro-
inflamatorias y otras moléculas relacionadas como interleucina (IL)-1B, factor a de necrosis
tumoral (TNF-a), factor de crecimiento transformante B (TGF-B1) y factor nuclear «B (NF-kB)
(Serra y col,, 2010; Murray y col., 2000; Xia y col., 2009).

En contraste, corazones de animales ejercitados no tienen incremento de citosinas
pro-inflamatorias tales como IL-8, TNF-a, TGF-B1 y NF-kB, mientras que otros estudios
demuestran que citosinas anti-inflamatorias como IL-10 disminuyen. Ademas, la practica de
ejercicio en un modelo de hiperactividad por B-adrenérgicos atenia la disfuncién cardiaca y
fibrosis mediante la inhibicién de citosinas pro-inflamatorias (Ghung y Leinwand, 2014). Sin
embargo, existen resultados contradictorios que demuestran que IL-6 aumenta en musculo
esquelético ejercitado.

Se ha sugerido que el Mantenimiento del embarazo esta mediado por un balance
entre citosinas pro y anti- inflamatorias (Shurin y col., 1999; Thellin y col., 2000). Durante un
embarazo normal, la sobre regulacién de la respuesta inmune Th2 se encarga de regular
varios efectores del sistema inmune celular, incluyendo la respuesta citotéxica y liberacion de
citosinas inflamatorias. En contraste, un desbalance en la produccién de Th1/Th2 en favor de
Th1 puede inducir labor de parto (Shurin y col, 1999). La produccion de Th2 citosinas
durante estadios tempranos del embarazo lleva a la produccién de progesterona que
estimula la secrecién de citosinas Th2 (IL-10 y IL-6) y disminuye citosinas Th1 y pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-8 y TNF-a) permitiendo un balance positivo durante el embarazo
(Diehl y Rincon, 2002; Ugwumadu, 2002).
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JUSTIFICACION

El ventriculo izquierdo es la seccién del corazén encargado de bombear sangre a todas las
partes del cuerpo, y en donde su funcionamiento depende de moleculas que participan en su
remodelacion estructural. Durante estimulos fisiologicos o patologicos, se ha demostrado que
las citosinas de la respuesta Th1, Th2 y Th17 participan en el buen funcionamiento del
corazén. Sin embargo, la expresion de citosinas de la respuesta Th en corazén de un modelo
de rata sana se desconoce. Por lo tanto, este trabajo plantea evaluar las citosinas de la
respuesta Th1(TNF-a, TNF-, IFN-y, IL-1B8) Th2(L-4, IL-6, IL-10) y Th17(IL-17a} mediante
PCR en ventriculo izquierdo de ratas sanas. Lo anterior, permitira evaluar el perfil génico de
citosinas de la repuesta Th1, Th2 y Th17 en futuros estudios con modelos de ratas

sometidas a estres fisiolégico o patolégico.
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HIPOTESIS

Las citosinas de la respuesta Th1 (TNF-a, TNF-B, IFN-y, IL-18), Th2 (IL-4, IL-6, IL10) y Thi7

(IL-17a) se expresan en ventricuio izquierdo de rata en condiciones normales.

OBJETIVOS

Objetive General

Amplificar las citosinas de la respuesta Th1 (TNF-q, TNF-B, IFN-y, IL-1B), Th2 (IL-4, IL-8,
IL10) y Th17 (IL-17a) por medio de PCR en ventriculo izquierdo de rata.

Objetivos Especificos

Para cada una de las citosinas de la respuesta Th1 (TNF-q, TNF-B, IFN-y, IL-18), Th2 (IL-4,
IL-6, IL10) y Th17 (IL-17a);

« Disefiar oligohucleotidos especificos.

» Evaluar la especificidad de los oligonucleétidos por medio de PCR cuantitativo.

» Amplificar el cDNA por medio de PCR punto final.
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MATERIALES Y METODOS

Manejo de animales y recoleccion de muestras

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley de tres meses de edad (260 + 10 gr) sin
ningun reto experimental. Para el manejo de las ratas se siguieron los cuidados descritos por
el Comité de Etica de la Universidad de Colima con las bases de la Guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio {US Department of health). Las ratas fueron alimentadas y
provistas de agua diariamente en cajas de acrilico, manteniendo un ambiente controlado de

entre 20 y 25°C con intervalos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Para disectar el corazon, las ratas fueron sedadas con pentobarbital sédico (50 mg
por kg de peso) via peritoneal para posteriormente colectar el corazon y separar el ventriculo
izquierdo. Las muestras se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido y almacenadas
a -80°C para su posterior uso.

Extraccion del RNA total de ventriculo izquierdo y sintesis de DNA complementario

Para la extraccién del RNA total (RNAt) se siguid el protocolo de TRIzol (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se homogenizaron de 30 a 50 mg de ventriculo
izquierdo en 500 pb de TRIzol usando el homogeneizador POLYTRON PT 10-35 GT
(Kinematica), se agregaron 100 pL de cloroformo frio y se centrifugd a 12500 RPM por 15
min a 4°C. Una vez centrifugado se colectd la fase acuosa en un nuevo tubo, se agregaron
300 pL de isopropanol frio y se centrifugd a 12,0009 por 20 min a 4 °C para presipitar ef
RNAt. El pellet de RNAt formado se lavd con 500 ubL de etanol al 75% para finalmente
resuspender en 50 pL de agua fratada con dietilpirocarbonato al 0.1% (DEPC). La
concentracion y pureza del RNA total se determiné por absorbancia a 260 y 280nm, y la
integridad se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 1% fefiidos con Sybr Safe
(Invitrogen).

Para eliminar contaminaciones por DNA gendmico (DNAg) el RNAt fue tratado con
DNasas utilizando ef kit DNase | (Roche). Se tomaron 10 pg del RNAt el cual se mezcldé con

5 UL de solucion tamponada provista por el kit, 1 pL (10 U de enzima) de la enzima DNase | y

20




se incubo a 37°C durante 15 min para finalmente se agregar 2 pL de EDTA (0.2 M) para
detener la reaccion,

La sintesis de DNA complementario (DNAc) se realizé a partir del RNAt libre de DNAg
utilizando el kit QuantiTec Reverse Transcription Kit (Qiagen) y el oligo dT (50 uM), en donde
se realiz6 la siguiente mezcla en un microtubo: 1 pg de RNAt, 2 ul de WipeQut y 2 pL de
agua, y se incubd por 5 min a 42 "C. Una vez terminada la incubacion se agregaron 4 pL de
solucion tamponada provista por el kit, 1 pL de la enzima transcriptasa reversa y 1 pL de
oligo dT (50 uM) que se incubd a 42 °C por 25 min. Una vez terminada la incubacion se
almacend a -20 °C para su posterior Uso.

Diseno de oligonucleétidos especificos

Los oligonucledtidos especificos para cada una de las citosinas se disefiaron en base a
secuencias nucleotidicas de sUs homologos de Rattus norvergircus depositadas en el banco
de genes GenBank. Las citosinas que presentaron isoformas se realizaron alineamientos
mdltiples en la herramienta bioinformatica Clustal Omega (ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y
los oligonucledtidos fueron disefiados en base a las regiones no conservadas entre cada
isoforma. Las caracteristicas fueron analizadas utilizando e software OligoCalc
(biotools.nubic horthwestern.edu/OligoCalc). Para todos los oligohucledtidos se tomardn las
siguientes consideraciones: 1) longitud de 20-23 nucleotidos; 2) amplifican fragmentos de
PCR de 100-250 pares de bases; 3) temperatura de alineacién (Tm) de ~B80°C; 3)
porcentajes de G-C de 55-60%: 4) no formen estructuras secundarias o dimeros de
oligonuclestidos. Todos los oligonucledtidos fueron sintetizados por la comparia Integrate
DNA Technology (IDT).

Especificidad de los oligonucledtidos utilizados por PCR cuantitativo

La especificad de los oligonucledtidos utilizados para amplificar cada una de las citosinas fue
evaluada por medio de PCR cuantitativo (gPCR) utilizando los amplicones purificados de
cada una de las Citosinas. Se realizaron reacciones de PCR cuantitativo mezclando lo
siguiente: 7.5 pL. de SYBR Green (Bio-Rad), 2 yL del amplicon purificado, 5 pL de agua miliQ
estéril y 0.25 pL (20 uM) de cada oligonucleétido (sentido y antisentido).
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La mezcla de reaccion fue colocada en el equipo Step-One Real-Time system
(Applied Biosystems) y se utilizé las siguientes condiciones de amplificacion: 95 °C por 10
min; 95 °C pof 15 segundos y 60 °C por 1 minuto (40 ciclos) con una unica medicion de
fluorescencia. Para la curva de disociacién el programa a utilizar fue: 95 °C por 15 segundos,
60 °C por 1 min y 95°C por 15 segundos, subiendo 0.3 °C cada 20 segundos. La
especificidad de los oligonucledtidos se determind mediante la temperatura de disociacion
obtenida para cada uno de los amplicones producidos durante la reaccion de PCR, siguiendo
la guia establecida por Bustin y col, en 2009 para la publicacién de datos de gPCR (MIQE de
sus siglas en ingles)

Expresién de las citosinas de la respuesta Th1, Th2 y Th17 por PCR punto final

Las citosinas fueron amplificadas por medic PCR punto final utilizando los oligonucleétidos
incluidos en la tabla 2, la mezcla de la reaccion de PCR fue la siguiente: 3 ub de cDNA
(equivalente a 150 ng de RNAt), 10 L de Platinum Supermix (Invitrogen), 4.5 pL de agua mili
Q estérii y 25 pb (20 uM) de los oligonucledtidos sentido y antisentido. La mezcla de
reaccion de PCR fue colocada en un termociclador de punto final (Applied Biosystems)
utilizando las siguientes condiciones del programa: 94°C por 3 minutos; seguido de 40 ciclos
con 94°C por 30 segundos, 58°C pof 40 segundos y 72°C por 40 segundos y finalmente
72°C por 7 minutos. Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % tefidos con SybrSafe y posteriormente fueron
purificados utilizando el kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare Life Science) para su posterior uso en el PCR cuantitativo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Integridad y pureza del RNA total

La amplificacion de las citosinas se inicid con la extraccion de RNAt de ventriculo izquierdo
siguiendo las instrucciones del protocolo mencionado previamente. Los resultados de la
extraccion se muestran en la Tabla 3 y Figura 5, donde se pueden observar los diferentes
RNA ribosomales 283, 18S y RNAs de transferencia. Tanto las muestras de ventriculo
derecho e izquierdo presentan bandas fuertes y definidas, indicando que el RNAt ests
integro y listo para la sintesis de cDNA. Ademas, la relacion 260/280 de las muestras de
RNA total para ambos ventriculos fue en promedio de 2 + 0.05, lo cual indica la pureza del
RNA extraido. Este RNA se limpié de gDNA contaminante y se utilizé como templado para la

sintesis de cDNA para posteriormente evallar la expresién de las citosinas Th1, Th2 y Th17.

Tabla 2. Cuantificacion del RNAt de las muestras Control (C) de ventriculo izquierdo.

Muestra de RNA _Concentracion (ng/pL) 260/280
7 13415 2.06
2 365.3 2.04
3 7793 2
4 339,53 1.95
5 3389 2
5 164 2

RNA ribosomal 285 ==
RNA ribosomal 185 mmp

Figura 2. Analisis de la integridad de las muestras de RNAt de ventriculo izquierdo en un gel

de agarosa al 1% tefiido con Syber Safe.
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Diseno de oligonuciedtidos para cada una de las citocinas

Se realizaron alneamientos multiples de secuencias nucleotidicas para disefar
oligonucledtidos especificos para cada una de las citosinas utilizando la herramienta
bicinformatica Clustal Omega (Figura 2, 3 y 4). Los oligonucledtidos fueron disefiados en
base a las regiones no conservadas presente en los alimenamientos, mientras que |as
caracteristicas de cada uno de ellos fue revisada utilizando el software CligoCalc (Tabla 3).
Con lo anterior, se demuestra que los oligonucledtidos a utiizar cumplen con las

caracteristicas optimas para amplificar de manera especifica cada una de las citocinas.

Tabla 3. Caracteristicas de los oligonucledtides utilizados de las citosinas de la respuesta
Th1, Th2 y Th17.

Nombre del S SoUSHAl B8 Tamaﬁo_.c;el Nimero de acceso al
oligonucledtido amplicon (pb) GeneBank
T
IFN-y
IFNgFw1 CTTGGTTTTGCAGCTCTGC 155 pb NM_138880.2
IFNgRwv1 GATATCTGGAGGAACTGGC
TNE-a
TNFaFw1 GGAACTGGCAGAGGAGGCG 216 pb NM_012675.3
TNFaRv1 GGAGAAGTTCCCAAATGGGC
TNF-f3
TNFbFw1 GTCTCCACCTCCTGAGGG 196 pb NM _080769.2
TNFbRw1 CCTTGTTGGGTACCCCAGC
iL-18
IL1bFw1 GCTAGTGTGTGATGTTCCCA 214 pb NM_031512.2
L 1bRv1 GCCTCAAGGGGAAGAATCTA
Th2
IL-4
L4Fw1 CGGTATCCACGGATGTAACG 208 pb NM_201270.1
IL4Rv1 TGTACCTCCGTGCTTGAAG
IL-6
fILBFw1 CTTCCAGCCAGTTGCCTTCT 193 pb NM_012589.2
IL6Rwv1 GAGAAAAGAGTTGTGCAATGGC
fiL-10
IL 10F w2 GCTGCCTTCAGTCAAGTGAA 244 pb NM_012854.2
[L10Rv2 GCCAAGCCTTGTCAGAAATG
Th17
fL-17a
fL17aFw2 TTCAGTGTGTCCAAACGCCG 194 pb NM_ 001106897 .1
L17aRv2 AAAGTCCTCAACTCCCTTAGC
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TNF-a y TNF-b
TNF-& ATGAGCACGGAAAGCATGATCCGAGATGTGGAACTGGCAGAGGAGGCGCTCCCCARRAAG 60
TNE-B ATGA-CACCACTTGGACGTCTCCACCTCCTGAGGGTGOTTAG———~— CACCCCT---— 48
Ewed wEw LI - W - - - - - -
>>TNFaFl>>
>>TNEDFL>>
TNE-& ATGGGGGECCTCCAGRACTCCAGGCGGTETCTGTGCCTCAGCCTCITCTCATTCCTGETE 120
TNF-B ~—=—====CCTGTCTTCCTCCTGGGGCTGCTECTGECCCTGCCTCTAG~————— ~mnme= B8
LR ] SEEE W & W - W W WERERE
TNF-a GTEGCGGEEECCACCACGCTCTTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCCCAACAAG 160
TNF-B GGGCCCAGGRACTCTCTGGTGTTCG--CTTCT CAGCTTCCAGG—--ACAG-CTCACCAG~ 141
LI B W W - o eww " S W AR - w " ® @ o wW
TNF-a GRAGGAGAAGTICCCARRTGEGCTCCCTCTCATCAGTTCCATGGCCCAGACCCTCACACTS 240
TNE ~f B e et CCCCCTCAGRAG-CACTTGACCCATGGCCTC————-- 171
A aEEe - L R LR R
<<TNFaR1<<
THE-& AGATCArchCTcmCTCGAGTGACMGCCCGTAGCCCACGTCGTAGCAAACCACCAA 300
THE=f = ee=—==——e CTGAARCCTG-m—————m e CCG-—-CTCACCTTGTTGGGTACCCCAGE 207
R aEe wa LER L R N " mw W LR
<<TNFbl<<
IFN-g
IFN-al ATGGCTCGGCTCTGTGC TTTCT TGATGICCCTGGTGETGGTGAGCTACTGGTCAGCCTGE 60
IFN-fB1 ATGGCCARCAGETGGACCCTCORACATTGCGTTCCTGCTGTGCTTCTCCACCACTGCCCTS 60
TEN-y ATG----AGTGCT—ACACGCCGEGT-——CTTGGTTTIGCAGCTCTGCCTCATGGCCCTC 51
LR R} " L] - L - - LRl -E = - -
»>>IFNGEwl>>
IFN-al TETCTAGGATGTGACCTGCCTCATACTCATAACCTCAGGAACARGAGAGTCTTCACACTS 120
IFN-p1 TCCATCGACTACAAGCAGCTCCAGTTCCGACRAAGCACTAGCATTCGE~——mm, ACATGT 114
IFN-vy TCTGGCTGTTACT GCCARGGCACACTCATTGAARGCCTAGAAAGTCTG————— ARGRA 104
P " . " " . .
IEN-al CTGGCACARA TGAGGAGACT-CTCCCCTGTCTCATGCCTGAAGGACAGAARAGTACTTTGE 179
IFN-B1 CAGARGCTCCTGAGGCAGCTGAATGGAAGGCTCAA-CCTCAGCTACAGGACGGACTTCAR 173
IFN~y crATTTTAACTCAAGTAGCA——-TGGATG CTATG--—-GAAGGARAGAGCCTCCTCTTG 156
L - & - - wma - - aw LR
IFN-al GTTCCCTTTGGAGARGGTGGATGGCCAGCAGATCCAGAAGGCTCAAGCTATCCCTGTCCT 239
IFN-fB1 GATCCCTATGGAGGTGATGCACCCGTCACAGATGEAGAAGAGTTACACTGCCTTTGCCAT 233
IFN-y GATATCT--GGAGGAACTG ———————=rmw= e GEARRRGG—— —AcGGTAACACGmAT 197
- - £ R LR S B ] *w " maw
<<IFNgRv1<<
1
IL-lax  cmmmmeeee AGATCAGEACCTCAC————— = e e AGCTTC-CAGAAT 363
IL-1p CTCGTGGGATGATGACGACCTGCTAGTGTGTGATGTTCOCATTAGACAGCTGCACTGCAG 374
AW T rAWE LR S B SR B I
>>IL1bEFwils>
IL-1a ARTTTGAGATACAAATTGAT-AAGGATCGTCARGCAGGAGTTCATCATGARTGATTCC-C 421
IL-18 GCTTCGAGATGARCAACAAARATGCOTCO TG~ w e — CTGTCTGACCCATG 419
kh BEEES x ¥ - L - e LE R ] L]
IL-1¢x TCRACCARRATATATATGTGGATATGGACAGARTACATCTCARAGCTGCTTCGTTARATG 481
IL-18 TGAGCTGMAGCTCTCCACCTCAATGGACAGAACATAAGCCAA _________________ 462
LI B aww . LA R R EEEE L L W
IL-1lx ACCTGCAGCTTGRAAGTAARATTTGACATGTATGCCTAC-TCATCGGGAGG-AGACGACTE 538
IL-1f e CAAGTGGTATTCTCCATGA--GCTTTGTA CAAGGAGAGACAAGCAACGA 509
FEAN wRr R LL N - *rrdx - - W
IL-1x TARATATCCTGTGRACT-————- CTCARAGTCTCARATACTCAGCTCTTTGTGAGTGCTCA 583
IL-1p CARRATCCCTGTGGCCTTGGECCTCAAGGGGARGAATCTATACCT-GTCCTGTGTGATGA 568
A LRSS A B B LR R BN amw L L] LR B R I
<<IL1bRV1<<

Figura 3. Alineamientos multiples de secuencias nucledtidicas de las citosinas Thi1. En
amarillo se indica la secuencia de nucledtidos usada para el disefio de oligonucledtidos

especificos y los asteriscos indican las regiones conservadas entre secuencias.



IL-4, IL-6 e IL-10

IL-10 AT---GCCT GGCICAGCACIGCT:—.IGTIGCCIGC‘ICTIACI GCCIGGAGIGARGACCAGC 57
IL-4 ATl-—=3-=3f==—cmcm—ememcccm e e e e 5
IL-€ ATGAAGITICTICICCGCA i AGAGARCTICCAGC 31

s >

>>ILEEWl>>
IL-10 AAAGGCCATTICCATCCGGGEIGACARTARCTGCACCCACTITCCCAGTCAGCCAGA—— 112
Tegd === TCICAGCCCCCACCTIGCTGICACCCTIGIIC--~ 36
IL-& CaGTIGCCT TCTIGGOACTGATGTIGTIGACAGCCACIGLCTIT 74
- - - - - - b b
>>IL10FwZ>>
IL-10 e OO ACATGCTCOGAGAGCTIG AGGECTGCCTICAGICRAGIGARGACTTICITIC 16€
IL-4 TGCTITICICATAIGTACCGGGAAC———— —GCTATCCRCGGATGTARCGACAGCCCTCT a5
IL-€ CCCTACTICACARGICCGGAGRGG~~~--—AGACTICACAGRGGATACCACCCACARC- 1z2¢
by A & A s A - - LA L Ll -
>>IL4Er1>>
IL-10 ARRMGAAGGACCAGCTGEACA - BCATACTIG-CTGACRGATICCTTACTGCAGGACTITIARG 225
iL-4 G--AGAGAGATCATICAACACTTIGAACCAGGTCACAGA -—-—————~ ———=———ARARAGG 131
IL-¢6 AGAC ...nGIAInInCC:‘-.CTTCI-.CnAG ---------------- TCGGA 157
[ 1] Ll - s -
<<JL10RwvZ<<
IL-10 GG----TTACTIGGGTITCCCA-AGCCTIGTICAGRARIGATICA A 263
IL-4 GA—CLTCCR -~ IGCACCGAGAIGITICT ACCAGAC 1€z
IL-¢ GCTTRA‘IHCAIAIGHCTCAGGGAGAICHGGMATGAGAMGAGTT GIGCRATGGCA s o
- - - -
<<ILERVI<<
IL-10 GITITACCIG-——-- GIAGARGIGATGCCCCAGGCAGRAGARCCATIG—== GCCCAR——— 309
IL-4 GTCCITACGGC——ARCA-————AGGAACACCACGGAGAACGA GCTCAT~CTIGCAG— 208
IL-€ nncrcmsrucancncccnmucc:,cr-c‘:cammrcmmmm 27€
- - - b - R I R -
IL=10  =e—==—= GAAR TCAAGGAGCATIIG——————-- ARTTCCCIGGG AGAGRA ————===~ GC 34¢€
IL-4 e GG T TCCAGGGT GCTICGCARATTITACTI CCCACGTGATGIACCICORIGTT 262
IL-€ uIACAn.N.:‘ “TGJGGAIGC’I‘ICCAMCIGGHI‘AI ACCAGGARRTITIIGCCI-——hAT 331
- e - - -

IL-10 TGAAGA~—=———=——= CCCICIGGAT ACAGCTIGCGACGIIGICATCGATTICICCCCTIGT 3%¢
IL-4 TGAAGAACAAGCTICIGEGGTICTCGGIGARCIGAGGAAACTC-IGT AGRGGIGICAGCOGT 321
IL-¢ IG:.AMTCTGC’IC’IGG‘ICTICIGGAG'I——--ICCGI“I‘ICI:-.-CC‘IGGAGII-—-—----‘I 378

o de e b L N N - - d L T -

<<IL4Rvi<<

Figura 4. Alineamientos multiples de secuencias nucledtidicas de fas citosinas Th2. En
amarillo se indica la secuencia de nucledtidos usada para el disefio de oligonucledtidos

especificos y los asteriscos indican las regiones conservadas entre secuencias.




IL-17a
IL-17c CTCTCTCACGGECAGGCTCCTCCGCACCTGCTAACTCGARAGTGCCAGGTGGRAGCAGGCC 222
IL-17a CTAC—-AGTG--AAGGCAGC-—-GGTACTCATCCCTCARAGTTCAGT G- mmm e mmmme e 160
IL-17f CATC-~AGCTCGGGRGCAGC---TCGGAGGA-ACCCCARAGT AGG G TT——m e mm e 107
IL-17b CTTG--GCCC—CT-GGGCCTCACCAGG TG-COGETGGACCTGETGTCT CGAGTAARGET 205
IL-17d CGGE—ACTG--CGCGGACCGECCGAGGAGC TCACTGGAGCAGC TG TACGGCGGCTEECE 1ss
# * - * *
IL-17¢ CTCCCTETGGCCCTAGT————— GECCAGT--CTGGAGGCCACAGECCGCAGGAGACAGCA 275
IL-17a = ———mmee TGTCC-AARCGCCGRGGCCAATAACTT-~~TCTCCAGAACGTGAAGGTCAACC 209
IL-17f --TCTGCTCTGCAGARAGLCG————m GGRACTGCCCTCCCCTGGAGGA-~-TAACAGTS 156
IL-17b CTA-——- CGCCCGRATGGA—————~ AGAG---TAC-~————— GAGAGGAACCTTGGCG 243
IL-17d GG——————-- CCGGCCTGCC -~ AGCGCCTTCCCA--CCAACACCTGCAGCTCGGGE 139
*
>>»IL17aFw2>>
IL-17¢ AGARGGACCTCTACCTGGARCACAGT-GCCCCGTGCTGCGGCC-AGAGGAGGTEC—— 328
IL-17a TGAARGTCCTC————r e BACT-—-CC——--CTTAGCTCARARGCGAGCTCCAGAA 25X
IL-17f TGRGAGTTGAC-~———-————-~ ATTCGCAT-———CTTCAATCARAACCAGGGCATTTCT 200
IL-17b RGATGGTGGCCCAGCTGA-—GGAACAGCTCTGAGE--CAGC CARGAAGAAGTGTGA ——— 285
IL-17d ——-CGCGCGAGCAGGCGC-~-GCANTGCCACCCTEC--COGGCOGGEGECAGETCCNACGR 251
¥ * L] *
<<ILl17aRv2<<

Figura 5. Alineamiento mditiple de secuencia nucledtidica de ia citosina Th17. En amarillo se
indica la secuencia de nucledtidos usada para el disefio de oligonucledtidos especificos y los

asteriscos indican las regiones conservadas entre secuencias.

Evaluacién de la especificidad de los oligonucledtidos para cada una de las citosinas

La especificidad de los oligonucledtidos utiizados para amplificar cada una de las citosinas
se realizé por gPCR Uutilizando los productos de PCR purificados para cada una de ellas. Los
productos obtenidos para las citosinas Th1 (TNFa, TNFb, IFNg y IL1b), Th2 (IL6) y Th17
(IL17a) presentan una sola temperatura de desnaturalizacion de 86.18 °C de los productos
amplificados (Tabla 4 y Figura 6). Para las citosinas TNFa, IL6 y IL17a se observa un solo
pico de amplificacion, mientras que para TNFb, IFNg y IL1b se observa un pequefio pico
adicional con una temperatura de ~75 °C (Figura 7). Los picos adicionales con temperaturas
~75 °C se atribuye a la formacion de dimeros de oligonucledtidos, o cual no afecta los
resUltados obtenidos debido a que las muestras presentan un solo pico y una temperatura de
disociacion en promedio de 86.18 °C para los productos esperado de ~200 pb. A pesar de
que las cUrvas de disociacién muestran un pequefio pico adicional, los resultados muestran
la especificidad de los oligonucledtidos utiizados ademas su precision y reproducibilidad

experimental.
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Tabla 4. Temperaturas de disociacién de las citosinas de la respuesta Th1, Th2 y Th17

Citosina Temperatura de disociacion (Tm) No. de picos
Thi
TNF-a 88.12°C 1
TNF-8 88.44°C 1
IFN-y 8364°C 1
Th2
IL-& 83.79°C 1
Th17
IL-17a 88.27°C i
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Figura 6a. Diagramas de temperaturas de disociacion de las citosinas Thi (A), en donde

cada grafico muestra la amplificacion especifica de un solo fragmento de DNA.

29



B)

Raporta Derivativo {-Rn)

IL-17a i IL-6

Reporte Denvatve [-Rn)

[-L]

42 1 82

LLE ] b ™A L o =0 e o Bod

L o 450 e 00
Temparatura {°C) Tr: 88.27 Temperalura {"C}) Tm: 83.79

Figura 6b. Diagramas de temperaturas de disociacion de las citosinas Th2 (B) y Th17 (B), en

donde cada grafico muestra la amplificacion especifica de un solo fragmento de DNA.

Expresion de las citosinas en ventriculo izquierdo

La expresion de cada una de las citosinas fue evaluada por PCR punto final utilizando uno de
los cDNA's previamente sintetizados y los oligonucledtidos correspondientes para cada una
ellas. En la Figura 7 se muestran los productos de PCR purificados para cada una de las
citosinas, y los cuales tienen un tamaric de ~200 pb. Las citosinas Th1 {TNFa, TNFb, IFNg y
IL1b) y Th17 (IL17a) fueron amplificadas en ventriculo izquierdo, mientras que las citosinas
Th2 solo amplificé la iL6.

Se ha demostrado en estudios con modelos de rata (Kasama y col, 1995, Chaudhry y
col., 2011) que las citosinas no amplificadas, como IL-10, hay una expresion de IL-10 durante
etapas tempranas de una respuesta inflamatoria en tejido del intestino grueso e higado,
mientras que en estadios normales no hay una expresién de esta interieucina {(Moore y col,
2001). Estudios demostraron gue, en ratas con dafio en el miocardio IL-10 juega un papel

muy importante ya que regula la infitracion de neutréfilos y el incremento de TNF-a en
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plasma (Yang y col, 2000). Krishnamurthy y su grupo de estudio demostraron que la
expresion de IL-10 atenua la produccién de citosinas pro-inflamatorias como IL-18 y TNF-a
post infarto al miocardio en el ventriculo izquierdo de rata, También se ha demostrado que en
corazon de raton un incremento de IL-4 puede inducir a la sobre expresion de mastocitos v a
su vez causar fiprosis cardiaca (Peng y col, 2015). Por otro lado, estudios en mujeres
embarazadas se ha comprobado IL-4 presenta un leve aumeNto en suero durante etapas
tempranas de un embarazo normal y disminuye a Medida que el embarazo avanza (Omu y
col, 1998; Vilchez y col, 2000), demostrando asi que una expresion de IL-10 e IL-4 en

corazoneS normales de rata puede significar un dafio importante en el musculo cardiaco.

Estudios en modelos de rata con infarto al miocardio, hipertrofia del ventriculo
izquierdo e isquemia, han Mostrado que los genes expresados para las citosinas Thi (TNF-
a, IFN-y e IL-1B) tuvieron un ligerc aumento en la expresiéN en comparacién a las ratas
control {(Ono y col, 1998). Mientras gque en un Modelo de humanos con enfermedades
cardiacas cronicas se encontré un desequilibrio de TNF-a, que puede desencadenar una
produccidn excesiva de TNF- B (Asselbergs y col,, 2007). Por offo lado, estudios realizados
por Sato y col, (1999), corroboran que la expresion de IL-6 en plasma sanguineo de
humanos aumenta considerablemente durante dafios al corazén producido en el ventriculo
izquierdo, Mientras que, en pacientes que nO hah sufrido ningun dafio, esta citosina
permanece en condiciones Moderadas sin producir Proteina C reactiva. Se ha demostrado
también, que en Musculo cardiaco infartado de rata IL-17a aumenta su expresion regulando
el incremento de IL-6 durante este padecimiento, mientras que en musculo cardiaco no

infartado IL-17a, se Muestra en niveles NorMales (Avalos y col., 2012).

Figura 7. Productos de PCR obtenidos para cada una de las citosinas. Gel de agarosa al
1.5% tefiido con SybrSafe.

31



CONCLUSION

Las citosinas de la respuesta Thi (TNF-a, TNF-B, IFN-y, IL-13), Th2 (IL-6) y Th17 (IL-17a) se
expresan en ventriculo izquierdo de rata sugiriendo que el corazdén necesita de estas para su
funcién normal. Con lo anterior, se puede evaluar el perfi de dichas citosinas en ventriculo
izquierdo en un modelo experimental de rata como lo es la hipertrofia cardiaca fisiologica

inducida por & embarazo, y su proceso reversible €l posparto.

82



BIBLIOGRAFIA

Abbas, A. K., Lichtman, A. H. & Pillai, S. (2015). Cellular and Molecular of Immunology, 7. 7
vols, Elsevier/Saunders.

Albelo, A. L N., Tallet, L. AV, Lastre, J. E. P. & Villafranca, R, C. (2013). Interpretacion
clinica del conteo de linfocitos T CD4 positivos en la infeccién por ViH. Revista
Cubana de Medicina 52, 118-127.

Alemayehu, S., Feghali, K. C., Cowden, J.,, Komisar, J., Ockenhouse, C. F, & Kamau, E.
(2013). Comparative evaluation of published real-time PCR assays for the detection of

malaria following MIQE guideiines. Malaria Journal 12, 1-8.

Asselbergs, F. W., Pai, J. K, Rexrode, K. M., Hunter, D. J. & Rimm, E. B. (2007). Effects of
Lymphotoxin-a  Gene and Galectin-2 Gene Polymorphisms on  Inflammatory
Biomarkers, Celiular Adhesion Molecules and Risk of Coronary Heart Disease.
Biochemicai Society 112, 291-298.

Avalos, A. M., Apabiaza, F. A, Quiroz, M., Toledo, V., Pefia, J. P., Michea, L., Irarrazabal, C.
E.. Carrion, F. A. & Figueroa, F. E (2012). IL-17A Levels Increase in the Infarcted
Region of the Left Ventricle in a Rat Model of myocardial infarction. Biological
Research 45, 193-200.

Barbara, J. A, Ostade, X. V. & Lopez, A. F. (1996). Tumour Necrosis Factor-Alpha (TNF-a):
The Good, the Bad and Potentially Very Effective. ImmMunology and Cell Biology 74,
434-444.

Berger, A (2000). Th1 and Th2 responses: what are they? BMJ: British Medical Journal,
321(7258), 424.

Chaudhry, A., Samstein, R. M., Treuting, P, Liang, Y., Pils, M. C., Heinrich, J.-M., Jack, R.
S., Wunderiich, F. T_, Brining, J. C., Muiier, W. & Rudensky, A. Y. (2011). Interleukin-
10 Signaling in Regulatory T Celis Is Required for Suppression of Th17 Cell-Mediated
Inflammation. lmmunity 34, 566-578.

Chung, E. & Leinwand, L. A (2014). Pregnancy as a cardiac stress model. Cardiovascular
Research 101.

33




Damsker, J. M., Hansen, A.M., & Caspi, R. R. (2010). Th1 and Th17 cells: Adversaries and
collaborators. Annals of the New York Academy of Sciences, 1183, 211-221.

Didion, S. P., Kinzenbaw, D. A., Schrader, L. |., Chu, Y. & Faraci, F. M. (2009). Endocgenous
Interleukin-10 Inhibits Angiotensin Il-Induced Vascular Dysfunction. Hypertension 54,
619-624

Dinarello, C. A. (2007). Historical Review of Cytokines. Eur J Immunol. 37, 1-19.

Filella, X., Molina, R. & Ballesta, A. (2002). Estructura y Funcién de las Citocinas. Medicina
Integral 38 (2), 63-71.

Flores-Garcia, Y. & Talamas-Rohana, P. (2012). Interleucina 17, Funciones Biologicas y su
Receptor. REB 31, 8.

Grossman, W., Jones, D. & McLaurin, L. P. (1875). Wall Stress and Patierns of Hypertrophy

in the Human Left Ventricle. Journal of Clinical Investigation 56, 56-64.

Gullestad, L., Ueland, T. Vinge, L. E., Finsen, A, Yndestad, A. & Aukrust, P. (2012).
Inflammatory Cytokines in Heart Failure: Mediators and Markers. Cardiology 122, 23-
30.

Hernandez, A. 8. (2009). Células Colaboradoras (TH1, TH2, TH17) y Reguladoras (Treg,
TH3, NKT) en la artritis reumatoide. Reumatologia clinica 5, 1-5.

lyer, S. S & Cheng, G. (2012). Role of Interleukin 10 Transcriptional Regulation in
Inflammation and Autocimmune Disease. Crit Rev Immunol. 32, 40.

Johnson, G. L., Bibby, D. F., Wong, S., Agrawal, S. G. & Bustin, S. A. (2012). A MIQE-
Compliant Real-Time PCR Assay for Aspergillus Detection. PLoS ONE 7, 40022,

Kanellakis, P., Ditiatkovski, M., Kostolias, G. & Bobik, A (2012). A Pro-Fibrotic Role for

Interleukin-4 in Cardiac Pressure Overload. European Society of Cardiology, 77-85.

Kasama, T., Strieter, R M., Lukacs, N. W. Lincoln, P. M., Burdick, M. D. & Kunkel, S. L
(1995). Interleukin-10 Expression and Chemokine Regulation During the Evolution of
Murine Type 11 Collagen-induced Arthritis. The American Society for Clinical
Investigation, Inc. 85, 2868-2876.

Khan, M. M. (2008). Cytokines. In Immunopharmacology (Media, S. S. B., ed.), pp. 33-59.
Business Media.

34



Kleiner, G., Marcuzzi, A., Zanin, V., Monasta, L. & Zauli, G. (2013). Cytokine Levels in the
Serum of Healthy Subjects. Mediators of Inflammation 2013, 1-6.

Krishnamurthy, P., Rajasingh, J., Lambers, E., Qin, G., Losordo, D. W. & Kishore, R. (2009).
IL-10 inhibits inflammation and attehuates left ventricular remodeling after myocardial
infarction via activation of STAT-3 and sUppression of HUR. Circulation 104 (2), 9-18.

Lahera Julia V., Garrido Astray C. 2009. Sistema cardiovascular. Anatomia y Fisiologia del
Cuerpo Humano. 1?7 ed. México (Mex). McGraw-Hill.112 p.

Lona, . M. F, Martinez, M.S., Alarcén, G. V., Rodas, A B. & Bello, J. R. (2013). El factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) en las enfermedades cardiovasculares: biologia molecular
y genética, Gaceta Médica de México 149, 521-531.

Mata-Espinosa, D. A & Hernandez-Pando, R. (2008). Interferén gamma: Aspectos Basicos,

Importancia Clinica y Usos Terapéuticos. Revista de Investigacion Clinica 60, 10.

Mehra, V. C, Ramgolam, V. S. & Bender, J. R. (2005). Cytokines and cardiovascular disease
Journal of LeukoCyte Biology 78, 805-818.

Moore K.L, Dalley AF & Agur AMR. (2010) Anatomia col Orientacion Clinica. 6ta ed.
Baltimore (Phil): Lipphicott Williams and Wilkins, 143 p.

Moore, K. W., Malefyt, R. d. W., Coffman R L & O’Garra, A, (2001). Interleukin-10 and the
Interieukin-10 Receptor. Anhu. Rev. Immunol. 19, 683-765.

Moseley, T. A, Haudenschild, D. R, Rose, L. & Reddi, A H. (2003). Interleukin-17 Family
and IL-17 receptars. Cytokine & Growth Factor Reviews 14, 155-174.

Nian, M., Lee, P, Khaper, N. & Liu, P. (2004). Inflamatory cytokines and postmyocardial
infarction remodeling. Circulation Research 94, 1543-1553,

Omu, A. E., Al-Qattan, F., Diejomach, M, E. & Al-Yatama, M. (1999). Differential Levels of T
Helper Cytokines in Preeclampsia: pregnancy, labor and puelpefium. Acta Obstetricia
et Gynecologica Scanhdinavica 78, 675.680.

Ono, K., Matsumori, A, Shioi, T, Furukawa, Y. & Sasayama, S. (1998). Cytokine Gene
Expression After Myocardial Infarction in Rat Hearts, Possible Implication in Left
Ventricular Remodeling. American Heart Association 98, 149-156.

85



Paulus, W. J. (1999). How are Cytokines Activated in Heart Failure? European Journal of
Heart Failure 1, 3.

Pelliccia, A., Maron, B. J., Spataro, A, Proschan, M. A. & Spirito, P. (1991). The upper limit of
physiologic cardiac hypertrophy in highly trained elite athletes. The New England
Journal of Medicine 324, 295-301.

Ramirez, F. J. R. (2009). Fisiologia cardiaca. Revista Médica MD 1, 1-4.

Ramirez, P., Vasquez, G. M. & Naranjo L. A (2010). Interleucina-6: jamiga o enemiga?

Bases para comprender su utilidad como objetivo terapéutico. latreia 24, 9.

Romagnani, S. (2000). T-cell Subsets (Th1 versus Th2). Ann Allergy, Asthma and
Immunology 85, 9-18.

S. Taylor, M. Wakem, G. Dijkman, M. Alsarraj & Nguyen, M. (2010). A Practical Approach to
RT-gPCR—Publishing Data that Conform to the MIQE guidelines. Methods 50, 1-5.

Salman A N. & Salih, H. H. (2015). Interleukin-6 and Interleukin-17 Levels of Asthmatic
Patients in THI-QAR PROVINCE. Eurgpean Journal of Biomedical and
Pharmaceutical Sciences 2 (7), 1-4.

Sato, Y., Takatsu, Y., Kataoka, K, Yamada, T., Taniguchi, R, Sasayama, S. & Matsumori, A
(1999). Serial Circulating Concentrations of C-Reactive Protein, Interleukin (IL)-4, and
IL-6 in Patients with Acute Left Heart Decompensation Clinical Cardiology 22, 811-
813.

Scott P. Levick & Goldspink, P. H. (2014). Could Interferon-Gamma be a Therapeutic Target
for Treating Heart Failure? Heart Fail Rev. 19, 227-236.

Sriskandan, S, Moyes, D., Lemm, G. & Cohen, J. (1996). Lymphotoxin-a (TNF-B) During
Sepsis. Cytcokine. 8, 933-937.

Tan, Q, Hu, J., Yu, X, Guan W Lu H., Yu Y, Yu Y, Zang, G. & Tang, a. Z. (2016). The
Role of IL-1 Family Members and Kupffer Cells in Liver Regeneration. BioMed
Research International 2016, 1-6.

Tortora G. J, Derrickson B. (2011) Principios de Anatomia y Fisiologia. 13a ed. México D.F.

(Mex). Editorial Medica Panamericana. 765 p.

36



Vilchez, R. M., Adrian, T. R, Ruiz, A, Heredia, W., Atencio, R. & Taborda, J. L. (2000).
interleucina 4 en el Suero de Embarazadas Normales y Preeclampticas. Sociedad
Obstetricia y Ginecologia de Venezuela 60, 77-80.

Yang, Z. Zingarell, B. & Szabé, C. (2000). Crucial Role of Endogenous Interleukin-10
Production in Myocardial Ischemia/Reperfusion Injury. Circulation 101, 1019-1026.

Zamorano, J., Rivas, M. D. & Pérez-G, a. M. (2003). Interleukin-4: A Multifunctional Cytokine.
Inmunologia 22, 7.

37




