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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El sistema NADPH oxidasa de las células fagociticas es esencial
para la produccion de metabolitos reactivos de oxigeno que tienen
accion microbicida importante. La proteina p67-phox, codificada por
el gen NCF-2, tiene un papel importante en este sistema (1). Previa-
mente nuestro grupo reporté algunos cambios nucleotidicos en re-
giones no codificadoras del gen NCF-2. Uno de estos corresponde a la
transicion de una adenina (A) por una guanina (G) en el intrén 10, 21
nucleétidos antes del inicio del exén 11, sitio importante para la elimi-
nacion de este intron y unién de los exones 10 y 11 durante el proce-
samiento del ARNm.

En este proyecto se pretende determinar si existe alguna modi-
ficacion en la expresion de p67-phox inducida por la transicion A— G
en la posicién -21 del intr6n 10 en el gen NCF-2.

METODOLOGIA

Para el estudio se tomaran 3 grupos de individuos. Uno que
tiene en ambos alelos adenina (A/A) en la posicién -21, otro homoci-
gético para guanina (G/G) y uno heterocigético (A/G). A partir de
sangre periférica se separaran células mononucleares de las cuales se
obtendran las proteinas totales que se cuantificaran por BCA. Luego se
realizard una electroforesis en poliacrilamida con 30 pg, 20 pg, 10 pg
de proteina se hara transferencia a una membrana de PVDF. Se proce-
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derd a la inmunodeteccion (Western Blot) con un anticuerpo especifi-
co para la p67-phox; la interaccién antigeno anticuerpo se revelara
por medio de un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa y la
reaccion se evidenciara por medio de quimioluminiscencia con la cual
se obtendra un patrén de bandas.

RESULTADOS ESPERADOS Y DISCUSION

En cada uno de los extremos de un intron existe una secuencia
consenso denominada sitios aceptores y donantes para el corte y
empalme de exones. Ademas, existe una region altamente conserva-
da, entre la posicion —-18 y —-35 de los intrones, necesaria para la
formacion de un lazo, la cual posee al menos una adenina; cualquier
mutacion en esta secuencia afecta el proceso de maduracion normal
del transcrito de RNA (1,2). En algunos individuos con el cambio
nucleotidico en mencién se observaron 2 especies de RNA mensajero,
uno que incluia el exén 11 y otro con pérdida de él. Se propone que
esta Adenina en la posicion -21 es importante para el procesamiento
del RNA al interactuar con el extremo 5’ del intron 10 que queda libre
después de que éste es cortado del exén precedente (1,3). Asi pues se
espera que los individuos que son A/A expresen mayor cantidad de
proteina que los A/G y G/G y que estos Ultimos sean los que expresen
menor cantidad lo cual se determinard por una menor intensidad de la
banda correspondiente de la p67-phox.
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