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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la estabilidad de expresion de los genes de referencia ACTBL2, ACTBy HPRT en la linea celular
McCoy ATCC CRL-1696 expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina.

Objetivos especificos

Extraer RNA de células McCoy ATCC CRL-1696 para la optimizacion de los protocolos de gPCR de los genes
ACTBL2, ACTB Yy HPRT.

Optimizar un protocolo de PCR en tiempo real para el gen de referencia proteina similar a beta-actina 2 (ACTBL2)

Optimizar un protocolo de PCR en tiempo real para el gen a beta actina (ACTB)

Optimizar un protocolo de PCR en tiempo real para el gen hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa (HPRT)

Comparar la estabilidad de los 3 genes de referencia estandarizados ACTBL2, ACTB y HPRT en la linea celular
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Ensayo de eficiencia RESULTADOS Y DISCUSION
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CONCLUSIONES

El manejo adecuado de la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 permitio obtener el nimero de células suficientes para extraer
RNA de éptima calidad y concentracion, para el estudio de la eficiencia de amplificacion de los genes.

La optimizacion de los ensayos de gPCR permitio encontrar los valores optimos de temperatura de annealing y de concentracion
de primers de cada ensayo, lo que posibilitd la corrida de ensayos de eficiencia y estabilidad en los genes ACTBL2, ACTB y

HPRT. Para ACTB y HPRT son 60°C y 0,5 uM. Para ACTBL2 son 57°C y 0,3 uM.

Las curvas de melting de los genes ACTB y HPRT permitieron demostrar que existe un solo pico correspondiente al amplicon
esperado por gen, cercano a los valores predichos por OligoCalc. Mientras que para el gen ACTBL2, solo en la primera

concentracion se observa productos inespecificos.

La curva estandar de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT permitid encontrar la eficiencia de amplificacion y el coeficiente de
determinacion (R2) en cada gen. Donde, el coeficiente de determinacion (R2) de los genes ACTBL2, ACTB y HPRT fue superior a
0.9 en todos los casos, donde ACTB tuvo un valor superior a 0.98. La eficiencia de amplificacion de los genes ACTB y HPRT fue

109.5% y 93.5%, respectivamente, los cuales estan dentro del rango optimo (90-110%).

Los ensayos de estabilidad de los tres genes de referencia, con correccion de eficiencia, permitieron identificar que el valor de
estabilidad (el cual indica variabilidad) de ACTBL2 el cual es 3y 8.75 veces superior a los genes HPRT y ACTB, respectivamente.
Con esto se establece que el gen ACTBL2 muestra una mayor variabilidad y por ende inestabilidad de su expresion, en las
condiciones experimentales del presente proyecto. Por su parte, los genes ACTB y HPRT muestran valores de estabilidad
cercano a cero, lo que nos indica que estos genes presentan estabilidad constante en la linea celular McCoy ATCC CRL-1696 no

expuesta y expuesta a nanoparticulas de plata cubiertas con doxiciclina.
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