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Existen distintos modelos murinos estandarizados para la enfermedad A pesar de que los valores obtenidos del cociente 260/280 por
inflamatoria Intestinal, clasificados en cuatro grandes grupos: espectrofotometria eran aceptables incluso antes de la
quimicos, biologicos, genéticos y por transferencia de células [1], y los precipitacion con LiCl, se observo una desviacion estandar
mas utilizados son los modelos quimicos, como los que usan sulfonato importante v un atraso de 8 ciclos en los Cp de B-actina en
de trinitritobenceno (por via rectal, causando una lesion localizada todos los grupos tratados con DSS con respecto al grupo
en el colon terminal) y dextran sulfato de sodio (DSS) (en el agua para control (Figura 2A). Cuando se utilizd el protocolo de doble
_oeber; causa pangastroenteritis, simulando la enfermedad de Crohn) orecipitacion con LiCl, se logro disminuir los Cp vy la desviacion
2, 4] estandar de los grupos tratados con DSS (Figura 2B).

A pesar de que existen algunos estudios recientes que demuestran
la Inhibicion de la transcriptasa reversa y la DNA polimerasa por DSS
y se proponen algunos protocolos para su limpieza [5], no se utilizan
en las publicaciones que utilizan este modelo de colitis. Asimismo, en
nuestras manos los protocolos de doble precipitacion con cloruro de
itio (LiCl) propuestos causan una pérdida importante de la muestra
5,6], por lo que se planteo establecer un protocolo de purificacion
RNA con cloruro de litio que evite la inhibicion tanto de la DNA
nolimerasa como de la transcriptasa inversa por DSS, con la mayor
eficiencia de recuperacion del RNA en el modelo murino de
inflamacion intestinal.

Figura 1. Toma de muestra de tejido de colon.

A) Protocolo publicado B) Protocolo de doble precipitacion con LiCl
Se usaron 5 grupos de ratones hembra Balb/c, con distintas 0 = v N
concentraciones y marcas de DSS (Cuadro 1) por 7 dias, con la 3 — *
necropsia en el séptimo dia. Se tomo 1 cm de colon (F|gura 1), S g 30 — I g %
coloco en 500 pl de trizol® (protocolo del fabricante), se cuantifico por s . L b g
espectrofotometria y se verifico la calidad del RNA obtenido con el o - 2

cociente 260nm/280nm, se realizo la precipitacion con distintas
molaridades de LiCl, alcoholes y sales, y se cuantifico nuevamente. Se
le aplico tratamiento con DNAsa | ® (Invitrogen) y se realizo
retrotranscripcion con Superscript Il ® (ThermoFisher). Finalmente, se | - | |

realiz el PCR tiempo real utilizando sondas tagman para detectar — F&722 GRuetn s putes e e () oveos o ke e e 8 e
R-actina y se compararon los puntos de corte (Cp).
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Actualmente, el modelo de DSS es uno de los mas utilizados

para estudiar la enfermedad inflamatoria intestinal. Sin

Grupo 1 N A* NA* 3 embargo, en la mayoria de los articulos publicados que
analizan la expresion de distintos marcadores, principalmente

Grupo 2 AFFYMETRIX® 3 3 citocinas, mediante técnicas de biologia molecular, no toman
Grupo 3 MP 3 3 en cuenta la inhibicion causada por residuos de DSS en el
BIOMEDICAL® colon, sesgando los resultados obtenidos. En este trabajo se

Grupo 4 AFEYMETRIX® L, L, propuso un método de purificacion practico y de bajo costo,

que permite obtener cantidades suficientes de RNA, con un
orado de pureza adecuado para las reacciones de PCR en
tiempo real.

Grupo 5 AFFYMETRIX®

*NA no aplica el grupo 1 se utilizo como control por lo que no se agrego DSS.
Cuadro. 1 Distribucion de los grupos experimentales.
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