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INTRODUCCION

Los &cidos nucleicos son polimeros formados por la repeticion de millones de
monomeros denominados nucledtidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster.
Existen dos tipos de ellos, el ADN y el ARN, cada uno con una funcion particular
pero igual de importante. El papel fundamental del ARN en la expresion génica es
lo que le convierte en objeto de interés para la comprension del genoma humano,
por lo cual ha sido un tema de estudio a través de los afios. Con esa finalidad es
que el desarrollo de técnicas para su aislamiento, purificacion y extraccion también
ha cobrado importancia puesto que para que su andlisis sea Util, se requiere de

muestras integras y completas.

En la actualidad existen diversos métodos para su extraccion, desde aquellos que
precisan dias con la cuidadosa preparacion de reactivos, después con el uso de kits
comerciales y ahora usando tecnologia robotizada de punta. No obstante, la
estandarizacion de aquellos en los que se hace uso de sales de tiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo (modificado), con los que se obtiene un buen
rendimiento en la cantidad de ARN con reactivos convencionales, son los mas

empleados.

Segun Kondo? existen dos tipos de estandarizacioén; la de las cosas y la del trabajo.
La utilidad de comprender esto reside en que la realizaciéon de la primera impacta
en el desarrollo de la segunda. Por ejemplo, si se considera la estandarizacion de
un procedimiento, los instrumentos que facilitan lograr este objetivo deben ajustarse
a las necesidades inmediatas del proceso.

En respuesta a lo anteriormente expuesto, se ha propuesto el desarrollo de guias
gue permitan la ejecucion de técnicas de manera reproducible y consistente, en el
area de la Biologia Molecular. Dado que el Laboratorio de Bioguimica Celular y de
los Tejidos I, se trata del primer acercamiento del alumno a esta area, se propone
como objetivo de este trabajo la incorporacion de la técnica estandarizada para la

Extraccion, Cuantificacion y Electroforesis de ARN al manual del laboratorio, con la




finalidad de que los alumnos ademas de reforzar el fundamento de la misma,
aprendan a ejecutar la técnica, considerandose las condiciones del laboratorio, tal
como el numero de alumnos, equipos, material, reactivos y tiempo de las sesiones

de laboratorio

MARCO TEORICO

Acidos nucleicos

Cada ser vivo posee caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y conductuales que
han sido transmitidas de una generacion a otra. La informacion necesaria para esto,
en la célula eucariota, se localiza al interior del nucleo mientras que, en las
procariotas, en el nucleoide. Se encuentra de manera codificada, organizada en
estructuras, cuya unidad fundamental es el gen. Un gen es una porcién de toda la
informacion o instrucciones necesarias, no solo en la transmision hereditaria sino
en el desarrollo y funcionamiento del organismo. Toda esa informacion se encuentra

contenida en una molécula llamada Acido Desoxirribonucleico (ADN).

Si bien es cierto que el ADN es de suma importancia para la vida no es la Unica
esencial, el &cido ribonucleico (ARN) es quien posibilita que la informacion
codificada sea comprendida por las células.

Ambas se encuentran conformadas por mondmeros llamados nucleoétidos,
compuestos de tres partes: una base nitrogenada, un azlcar de cinco carbonos, y
al menos un grupo fosfato. Sin embargo, poseen caracteristicas estructurales que
son la causa de la diferencia funcional entre ellas y que se encuentran enunciadas

en el cuadro 1.

ARN
El acido ribonucleico es un polimero lineal de cuatro tipos diferentes de nucleotidos
unidos por enlaces fosfodiéster (Figura 2). Ademas de su participacion en la sintesis

de proteinas, entre sus funciones se encuentra la regulacién de la expresion génica,




la diferenciacion celular y la catalisis (las moléculas de ARN catalitico se conocen

como ribozimas).?3

Cuadro 1. Comparacion de caracteristicas estructurales y funcionales de acidos

Caracteristicas ARN | ADN
Configuracion espacial Generalmente de cadena Doble (excepto en
lineal con ocasionales algunos virus),
estructuras helicoidal
tridimensionales
Bases Adenina-Uracilo Adenina-Timina
Guanina-Citosina Guanina-Citosina
Pentosa Ribosa Desoxirribosa
Transcripcion de la Porciones Completa
informacion

Quimicamente se diferencia del ADN porque contiene un azlcar ribosa con dos
grupos hidroxilos en posicion 2" y 3", cuyo grupo libre en la posicion 2 es lo que le
confiere la cualidad de ser mas reactivo. Asimismo, la base complementaria de la
Adenina, el Uracilo en el ARN mientras que en el ADN es Timina.*

Las bases puricas y pirimidicas, presentes en su estructura, son hidrofébicas y
relativamente insolubles en agua a pH cercano a 7. Es la razon de que existan
interacciones de “apilamiento” que no es mas que los planos de los anillos de dos o
mas bases, situados de forma paralela debido a la combinacién de interacciones de
tipo Van der Waals y Dipolo-dipolo entre las bases. El apilamiento ayuda a mantener
el minimo contacto con el agua y es importante en la estabilizacién de la estructura
tridimensional del ARN.#>
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Figura 1. Comparacion estructural de las moléculas de ADN y ARN. #

Es importante sefialar que algunas de las funciones, de ciertos tipos de ARN, se

encuentran asociadas a las estructuras tridimensionales que el ARN es capaz de
adoptar como el caso del ARN de transferencia.?®

Asimismo, debe destacarse que el ARN es quimicamente labil y susceptible a la

degradacion mediada por endo y exonucleasas. La ribosa del ARN, como se ha

alcalina.®

mencionado, posee un grupo hidroxilo (OH) libre en la posicion 2'. Este grupo es el
responsable de que el ARN sea facilmente hidrolizado en una solucién acuosa




Dogma Central de la Biologia

La expresion génica es el proceso mediante el cual la informacién contenida en el
Acido desoxirribonucleico modifica la actividad celular. Dicho proceso es explicado
como un flujo de informacién genética de ADN a ARN y de este a las proteinas.8?

Replicacion Replicacion

DNA Transcripcion RNA Traduccién PROTEiNA

Transcripcion
inversa

Figura 2. Dogma Central de la Biologia Molecular. Se muestra el disefio de
Crick de acuerdo a una nota inédita de 1956. %

Determinada la relacion existente entre la porcion de informacién genética y sus
productos funcionales, las proteinas; se puede comprender la importancia de la
intervencion del ARN en dicho proceso, pues se trata de un precursor en la sintesis

de las cadenas polipeptidicas.®1°

De manera general se aplica este principio en todos los seres vivos. No obstante;
existen variaciones en el proceso entre organismos eucariotas y procariotas. una de
ellas es que la transcripcion en eucariotas se realiza en el nucleo y la traduccion en
el citoplasma mientras que todo el proceso, en procariotas, se realiza en el
citoplasma. Por lo cual la distancia entre ADN y ribosoma es menor y los procesos
son realizados casi simultaneamente, por lo que en este tipo de organismos la fase
maduracion del ARN [la remocion de intrones, asi como la adicion del casquete o

caperuzay de la cadena de Poli(A)] no se realice en células bacterianas.'1?

Principales tipos de ARN

ARN Mensajero

El ARN mensajero (ARNm) es una molécula corta y lineal de estructura primaria. Se
encuentra en una proporcion de 2 al 5 % en la célula. Se origina, en el nacleo, a
partir de una hebra de ADN que sirve como molde. Dicho ARNm debe llevar a cabo

un proceso de maduracion antes de su salida hacia los ribosomas. Una vez en el

e
5




citoplasma, el ARNm puede servir como guia para controlar la incorporacion de
aminoacidos en el orden especifico codificado por la secuencia de nucleétidos del
ADN'y el ARNm.?

ARN de Transferencia

Son ARNs adaptadores que seleccionan los aminoacidos requeridos y los retienen
en el lugar adecuado del ribosoma para que se puedan incorporar a las proteinas.?
Son moléculas pequefias que constan de una estructura tridimensional en forma de
trébol, por lo que frecuentemente se les denomina asi. La longitud promedio de una
molécula de ARN de transferencia (ARNt) es de 75 nucleétidos. Debido a que cada
una de estas moléculas se une a un aminoacido especifico, las células poseen al

menos una clase de ARN: para cada uno de los 20 aminoacidos estandar.2'314

ARN Ribosomal

Los ARN ribosomales (ARNy) reconocen y unen otras moléculas, proveen apoyo
estructural y catalizan las reacciones quimicas por medio de las cuales los
aminoacidos se unen de manera covalente. EIl ARN: es el tipo de ARN mas
abundante en células, representa cerca del 80% del ARN de una célula que se esté

dividiendo rapidamente. 6912

Otros ARNs

Los ARN nucleares pequefios (small nuclear, en inglés) y micro-ARN (ssARN y
miARN), participan en la edicion del ARNm y la modulacion de la expresion de gen al
alterar la funcion del ARNm.%1®

Transcripcion
En la expresidén génica se tiene a la transcripcibn como el primer paso para la
transferencia de la informacion contenida en la secuencia del ADN hacia la

secuencia de proteina, utilizando diversos ARN como intermediarios.

La transcripcion es un proceso en el que se forma una cadena de ARN, conocido

como mensajero (ARNm) cuando ha madurado, usando como molde una hebra de



https://es.m.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.m.wikipedia.org/wiki/ARN

ADN. Este proceso, al igual que la replicacion y la traduccién tiene tres etapas:

Iniciacion, elongacion y terminacion.

En la iniciacion, la ARN polimerasa se une a una secuencia de ADN llamada
promotor que se encuentra al inicio de un gen ARN y separa las cadenas de ADN
para proporcionar el molde de cadena sencilla necesario para la transcripcion. Una
vez colocada la ARN polimerasa en su posicion sobre el promotor, puede comenzar
el siguiente paso de la trascripcion: la elongacion, esto es que la hebra de ARN se
alarga al agregar nuevos nucleétidos en la direccion 3' a 5'. Finalmente se tiene la
terminacion; un proceso poco preciso en los eucariotas ya que no hay sefiales de
terminacion exactas, la secuencia de ADN de un gen se transcribe (copia) para
hacer una molécula de ARN como ocurre en procariotas. Se sugieren dos formas
de terminacion, una de ellas es que se encuentra sefializada por la informacién
contenida en sitios de la secuencia del ADN que se esta transcribiendo y la otra
para las que carecen de secuencia de terminacion es una secuencia a la que se
unen una serie de proteinas reguladoras especificas de la terminacion, como rho

(hexameros proteicos de la familia de las helicasas).

Posteriormente, este ARN (ARNmM) debe pasar por un proceso de maduracién antes
de su salida del nucleo. Para ello primero debe ocurrir el splicing o corte y empalme
gue es la remocion de aquellos fragmentos de informacion genética que no seran
utilizados en la codificacion de la proteina de interés, los llamados intrones. El
siguiente paso en el proceso de maduracién es la adicién de varias adeninas en el
extremo 3' conocido como cadena poli (A) cuya funcion es estabilizadora. De la
misma forma se da la union del CAP o caperuza en el extremo 5° del ARNm, con lo
cual se dara el inicio de la sefializacion para la sintesis de proteinas una vez que el
ARNm haya salido a través de los poros nucleares hacia el ribosoma. Cabe sefalar
que ambas modificaciones de maduracion del ARNm protegen la informacion

contenida frente a las ARNasas que se encuentran en el citoplasma. 56141617




Traduccion

La traduccion inicia al interaccionar varias proteinas con el CAP o caperuza ligada
al extremo 5' de las moléculas de ARNm. Es en el sitio A del ribosoma donde el
ARNm actua como el molde para controlar la incorporacion de aminoéacidos en el
orden especifico codificado por la secuencia de nucleétidos del ADN.®

En el sitio P de los ribosomas los propios ARN ribosomales se encargan del
ensamble de los aminoacidos, siguiendo el orden codificado por el ADN, en

proteinas especificas.10:14.16.17

Aislamiento y Purificacién
El estudio de la expresion génica requiere el aislamiento de ARN total o alguno de

sus tipos por lo cual la obtencién de muestras en cantidad y calidad necesaria es
requerida 8 Por ello que deben atenderse ciertas consideraciones cuando se elige

un método. Entre ellas podemos mencionar:

1. Origen de la muestra: Bacterias o muestras de tejido humano, de esta ultima
se considera la muestra biolégica a emplear en este trabajo.*®

2. Método de preparacion: pueden ser precipitados frescos o previamente
congelados, secciones de tejidos embebidos en parafina o fijados con
formalina, secciones de tejido congelado, células fijadas en etanol y muestras
preservadas.

3. Uso previsto: secuenciacion, determinacion de huella genética, PCR, qPCR,

Southernblot, RAPD, AFLP y RFLP, digestiones con enzimas de restriccion,

preparacion de librerias para secuenciacion por “shotgun”.

Cantidad de muestra

Rendimiento.

Automatizacion.

N o g A

Simplicidad: la operacion del kit depende de la experiencia del personal.




Métodos de aislamiento

Aislamiento de células mononucleares

En la actualidad se encuentran numerosas metodologias y sus modificaciones
basadas en dos aspectos principales, el grado de alteracion celular y la inhibicion
de las ARNasas. Es importante mencionar que cada técnica tiene sus limitaciones
propias y que debe tenerse claro que no existen diversas formas correctas de
extraer ARNs de diferentes tipos celulares y tejidos y que existe solo una forma

incorrecta de hacerlo que es permitir la accién de ARNasas.?% %!

El tratamiento previo que se haga a la muestra es muy importante para su
aislamiento en cantidad y calidad suficientes; por esta razon la eleccion de la técnica

y reactivos dependen de sus atributos o de sus caracteristicas.

En el caso de la sangre, se trata de un tipo de tejido conectivo compuesto de células,
fragmentos celulares y una matriz extracelular liqguida denominada plasma
sanguineo. Las células sanguineas se clasifican en dos tipos: eritrocitos o glébulos
rojos y leucocitos o globulos blancos. Los fragmentos celulares son denominados
plaguetas cuya funcién principal es la coagulacién sanguinea. Los glébulos rojos
son los responsables del transporte de oxigeno en el organismo mientras que los
leucocitos constituyen el principal agente del sistema inmunolégico de nuestro
cuerpo. Estas células se dividen a su vez en granulares: neutréfilos, basofilos y
eosindfilos, y en agranulares: linfocitos y monocitos. Cada uno con una funcion

conocida. Estas células poseen nucleo, mitocondrias y otros organulos celulares.

Como es sabido, en la célula, la funcién del nacleo es mantener la integridad de los
genes y controlar las actividades celulares regulando la expresion génica. Por ello
se dice que el nucleo es el centro de control de la célula. La obtencion del ARN
resulta mas simple cuantos menos pasos se realicen para su aislamiento, por lo que
la sangre resulta el tejido mas adecuado para ello.

Al centrifugar una muestra de sangre, los elementos formes mas pesados se
aglomeran en el fondo del tubo, y el plasma queda en la parte superior. Los

leucocitos y las plaguetas sélo forman una capa de color claro en la interfaz entre
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https://es.wikipedia.org/wiki/Org%C3%A1nulo
https://es.wikipedia.org/wiki/Org%C3%A1nulo

los eritrocitos y el plasma. No obstante, esta disposicion de las particulas puede ser
facilmente alterada debido a la naturaleza las mismas y el medio en que se
encuentran; por tal razon, se justifica el uso de gradientes de densidad que son
sustancias que permiten que las particulas que han migrado a través de una
solucion, por accion de la gravedad o fuerza centrifuga, mantengan su disposicion
espacial unas respecto a otras, visto que permiten asegurar gue no haya conveccion
en el interior del gradiente debido a una disminucién de la densidad del medio por
causa de un aumento en la temperatura. Otra funcién importante del gradiente es
impedir las mezclas debidas a perturbaciones mecanicas. Finalmente, se tiene que
estos evitan el flujo convectivo entre zonas como resultado de sus diferentes
densidades, efecto muy pequefo, pero que es muy importante cuando se utilizan

concentraciones elevadas.

Extraccion de ARN de la célula

Es importante sefialar que en la extraccion de acidos nucleicos hay pasos

fundamentales, como lo son:

1) Lisis celular a través de la ruptura de las membranas celulares o la pared,
mediante métodos que pueden ser:

Fisicos: Sonicacion, hervido, congelacién-descongelacion y choque osmaotico.
Quimicos: mediada por tampones que tipicamente caen en una de dos categorias:

= Agentes que solubilizan suavemente la membrana plasmatica mientras se
mantienen la integridad nuclear y de otros organulos, tales como los
tampones de lisis hipotonicos no idnicos; los organulos y los restos celulares
se eliminan del lisado por centrifugacion diferencial.°
Agentes caotropicos duros tales como una de las sales de guanidinio, dodecil
sulfato de sodio (SDS), N-laurilsarcosina (sarcosilo), urea, fenol o cloroformo,
gue desestabilizan la membrana plasmatica y los organulos subcelulares a

la vez que inactivan la ARNasas:

Enziméaticos: Lisozima, la proteinasa K.

e
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2) Desnaturalizacion de proteinas y Separacion: Permite la eliminacion progresiva
de proteinas y otros contaminantes celulares y la obtencion de un material genético
cada vez mas limpio. Dentro de las metodologias utilizadas las mas comunes son
la extraccion con mezclas de fenol-cloroformo y la separacion cromatogréfica. En el
caso del fenol-cloroformo, el primero se utiliza para la desnaturalizacion y
solubilizacion de las proteinas y componentes celulares y el cloroformo permite la
separacion de las fases durante la centrifugacion, ademas de también ser

desnaturalizante.

3) Precipitacion: Permite la obtencién del acido nucleico listo para ser almacenado

o diluido a la concentracién deseada para su utilizacion.??
El ARN se recupera por precipitacion con alcoholes y posterior centrifugacion.

Chomczynski y Sacchi describieron un método de aislamiento de ARN total
mediante una sola extraccién. De manera que propusieron la lisis celular con una
mezcla acida de isotiocianato de guanidinio-fenol, con la desnaturalizacion proteica

por la adicién de cloroformo y precipitacion del ARN total con alcohol isopropilico.
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Determinacion de la concentraciéon de ARN

Métodos de cuantificacion

Los métodos Opticos espectroscopicos, especificamente los de absorcién como el
UV-visible son los mas usados en la cuantificacion de biomoléculas debido a su
utilidad, simplicidad y accesibilidad.

Por su parte, los de emision, como la fluorescencia pese a ser mas sensiblesque
los hace ideales para muestras valiosas y rapidez, son muy costosos, razén por la

cual se limita su accesibilidad.

Espectro electromagnético, aromaticidad y absorcion UV

La naturaleza dual de la luz es un fenémeno segun el cual las particulas pueden
comportarse como ondas y viceversa. La dilucidacion del comportamiento de ésta
se debe al trabajo de la comunidad cientifica a lo largo de los afios. Es debido a
estos aportes que puede comprenderse como las cargas eléctricas sometidas a
aceleracion producen campos eléctricos y magnéticos, siendo capaces de
transportar energia en el espacio sin necesidad de un medio, pudiendo, por tanto,
propagarse en el vacio. La propagacién de dichos campos electromagnéticos,
conocida como radiacién electromagnética, se realiza como una oscilacion

perpendicular por lo tanto en ondas electromagnéticas transversales.

Figura 3. Direccion de la propagacion de las ondas de los campos eléctricos y

magnéticos.

e
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La luz visible es tan sélo una parte de lo que se conoce como espectro
electromagnético, que es el conjunto de todas las longitudes de onda de todas las
radiaciones electromagnéticas y cuya clasificacion obedece a un parametro fisico

denominado longitud de onda.

iPenetra la atmadsfera
terrestre?

Tipo de radiacion Radio Microondas Infrarrojo Visible Ulravioleta Rayos X Rayos gamma
Longitud de onda (m) 1072 10 0,5%10° 1 107t i

10°
IEscaIaap_roximadade b _': ) . ti‘ ‘%
la longitud de onda Hl ﬁl ﬁ ? f % .

Edificios Humanos Mariposas Puntade Protozoos  Moléculas Atormos Micleo atdmico
aguja

10t 108 10 1015 10t 10% 17
Temperatura de los

ohjetos en los cuales
la radiacién con esta ||

longitud de onda es P
|2 mas intensa 1K 100K 10.000K 10.000.000 K

-272°C -173°C 9727 °C ~10.000.000"C

Figura 4. Diagrama del espectro electromagnético.

La radiacion electromagnética interacciona con la materia, el resultado de ello puede
ser la desviacion de las ondas electromagnéticas o su absorcion parcial,
transformandose en energia térmica o bien siendo reemitida con o sin cambio de

longitud de onda.

En esta interaccion las moléculas y atomos absorben un foton (particula portadora
de todas las formas de radiacion electromagnética) por tal razon su energia interna
aumenta, es decir pasa de un estado basal o fundamental a un estado de excitacion
(inestable). La radiacion absorbida produce cambios en los enlaces
intramoleculares y/o movimiento de los electrones alrededor del atomo. Esto es
conocido como transiciones y pueden ser de tres tipos: rotacionales, vibracionales,
electrénicas, asi como una combinacion de ellas, tal es el caso de la region UV y

visible para los cuales la energia absorbida es mucho mayor y por ende se pueden

R
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tener las tres. Debido a la inestabilidad del estado excitado la molécula tiende a
regresar a su estado inicial por lo cual libera la energia excedente en forma de calor

o de radiacion electromagnética nuevamente (emision).

I-Estado Estado
excitado base

violeta
% 2

Nivel 6

azul
S e 2

Nivel 5

verde
—_— 2

Nivel 4

rojo

Nivel3 ——— 2

' ' ' Nivel 2
Energia Energia
absorbida emitida

Figura 5. Diagrama que representa, de manera general, transicion electrénica.

Moléculas organicas con electrones deslocalizados en sistemas aromaticos suelen

absorber a 150-400 nm (ultravioleta) o en la region visible de 400-800 nm.

Las pirimidinas y purinas libres, presentes en el ARN, son moléculas arométicas,
una propiedad que influye en su estructura, distribucién electronica y capacidad para
absorber la luz. La deslocalizacién de electrones en el anillo genera enlaces dobles
parciales que conforman una ligera deformacién en las bases. Estos electrones
deslocalizados se pueden excitar al recibir energia en forma de luz ultravioleta. Por
esta razon se dice que a 260 nandémetros las bases absorben luz UV. Lo que permite
calcular la concentracion a partir del coeficiente de extincion molar y la ecuacion de

Lambert-Beer.

Ley de Lambert y Beer

La cantidad de radiacion electromagnética absorbida por una sustancia puede ser

relacionada cuantitativamente con la concentracion de dichas sustancias en
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solucion, motivo por el cual la absorbancia de un soluto depende linealmente de la
concentracion, si se considera que la | y € (caracteristico de cada sustancia) son

constantes.

A=¢:l-c

Donde:

A = absorbancia

g= Coeficiente de extincion molar (L M-1.cm)

| = longitud de la celda (cm)

Sin embargo, dicha ley puede sufrir desviaciones de naturaleza quimica, entre ellas
podemos destacar la variacion de la absortividad debida a un cambio en el indice

de refraccion de la solucién, lo que suele suceder a concentraciones muy elevadas.

Espectro de absorcion UV para aminoacidos aromaticos y proteinas

Como se ha mencionado, la sangre estd compuesta por diversas sustancias entre
las que destacan las proteinas, que constituyen el 7-9% del plasma. Las proteinas,
dependiendo de su composicidon de aminodacidos, tienen un espectro de absorcion
amplio, grupo de péptidos de la cadena principal de una proteina absorbe la luz en
un rango de 180 a 230 nm. Las cadenas que tienen residuos aromaticos solo
absorben la luz en un rango de 240 a 300 nm, con picos en la regién de 260 a 280
nm. Este pico se presenta debido a multiples contribuyentes de residuos de

fenilalanina, tirosina y triptéfano y un poco por la cisteina (puentes disulfuro).
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Figura 6. Espectro de absorcion UV de

aminoacidos aromaticos a pH 6.2°

Cuantificacion basada en espectrometria UV:
El anillo de las bases (Adenina, Citosina, Guanina, Uracilo) presenta enlaces

simples y dobles enlaces alternados, es por ello que absorben en la region UV.
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Figura 7. Espectro de absorciéon de las bases nitrogenadas que conforman a los

acidos nucleicos.®
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La concentracion de las muestras de ARN se determina empleando luz ultravioleta,
con un maximo de absorbancia a 260 nm. Las mediciones de absorbancia a esta
longitud de onda permiten el calculo directo de la concentracion de acido nucleico

en una muestra.

Sambrook y Russell han descrito un meétodo para la concentracion de acidos
nucleicos para lo cual en un espectrofotdmetro UV se realiza la mediciéon de la

absorbancia a 260 nm (Azeo) utilizando la férmula siguiente:

[RNA] pg /mL= Azeo x dilucion x 40

Azeo: Absorbancia a 260 nm
Dilucion: Factor de dilucion
40: Coeficiente de extincién promedio de ARN (40 ug / OD 260).

Determinacion de la calidad del ARN purificado
Los calculos basados en la absorbancia a 260 nm proporcionan poca informacion

sobre la calidad y pureza de la muestra; en presencia de exceso de sal, proteinas
contaminantes y / o solventes organicos remanentes, el valor de absorbancia puede
ser sesgado significativamente. Por este motivo existe una serie de relaciones de
absorbancia que proporcionan una estimacion razonable de la pureza de la

preparacion:
A20/A2s0 2.0 Debajo de 1.8 sugiere contaminacion proteica.
A260/A230  2.0-2.4 Debajo de 1.8 sugiere contaminacién organica.

A 260 /A 240 1.4 Debajo de 1.4 sugiere una cantidad excesiva de sal.

El pH del diluyente influye en la relacion de absorbancia por lo cual es mas confiable

realizar las mediciones en un rango de pH de 7.5 a 8.5.%°
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Determinacion de la integridad del ARN purificado

Como ya se menciono, los estudios de expresion génica requieren de muestras de
ARN integro, por lo que deben verificarse antes de usarse en aplicaciones précticas,
debido a que como ya se mencion6 el ARN es muy susceptible a las ARNasas

presentes en la muestra o en el entorno.

Los métodos electroforéticos ademas de servir como método de separacion de
mezclas complejas (proteinas, péptidos, azucares, acidos nucleicos, y los iones

inorganicos) aportan un criterio de integridad de las biomoléculas.

Electroforesis

La electroforesis es una metodologia que permite la separacién de moléculas y

particulas, en solucién, debido a la influencia de un campo eléctrico.

La velocidad de migracion o movilidad a través del campo eléctrico dependera de
varios factores como son; el potencial eléctrico, la carga neta y el coeficiente de
friccidn que a su vez estd sujeto al tamafio y la forma de la molécula; asimismo debe
considerarse a la fuerza idnica, viscosidad y temperatura del medio en el cual las
moléculas se estan moviendo. Generalmente se utilizan tres principios basicos para
su clasificacion: electroforesis zonal, isotacoforesis y enfoque isoeléctrico. De la
misma manera, se toma en cuenta el medio en el que se lleva a cabo la separacion
electroforética, en solucion libre (como en los sistemas de flujo libre y capilar) o en

matrices de soporte (geles a base de polimeros).

La electroforesis en gel es una técnica frecuentemente utilizada para separar
moléculas o fragmentos de moléculas de acidos nucleicos. Los soportes usuales en

la separacién de acidos nucleicos son polimeros, como la poliacrilamida o agarosa.
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Electroforesis zonal

Esta técnica implica la migracion de moléculas a través de un soporte inerte y
homogéneo como el papel o geles. Este soporte disminuye la influencia de factores
como perturbaciones mecanicas o las corrientes de conveccion ocasionadas por
cambios de temperatura. La eleccion de estos dependera de lo que se busque, por
ejemplo, la separacion de los componentes de una mezcla, la determinacion de la

pureza e integridad, o el cambio de conformacién de alguno de ellos.

Electroforesis de acidos nucleicos
El soporte ideal debe ser quimicamente inerte, sin grupos ionizables, consistente,

homogéneo, estable y barato. La seleccion del soporte obedece, en primera
instancia, al tamafio de las moléculas, el ARN es una molécula voluminosa, por lo
gue se usa agarosa que proporciona un tamafo de poro suficiente para permitir su

separacion.

La agarosa es un polimero que forma una red tridimensional que restringe el
movimiento de las moléculas a través del medio durante la electroforesis y
disminuyen los flujos de conveccién del solvente. La separacion del ARN se basa
en el aprovechamiento de la carga negativa del esqueleto de fosfato de la
biomolécula. De acuerdo con la concentracion del gel, el rango de separacion lineal
variara. Se recomienda entre 1y 1.2% para maximizar el poder de resolucién del

gel, asi como su manejo porgue su consistencia no es fragil.

Bufer de carga
Facilita la visualizacion y sedimentacion del ARN en los pozos para lo cual emplean

distintos tipos de colorantes, cada uno de ellos exhibe un patrén de migracion

diferente.

Bufer de corrimiento
También conocido como tampdn, esta sustancia es esencial para el mantenimiento

del pH en el sistema y por lo tanto de la muestra.
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La fuerza ionica de los buferes es importante porque cuando es baja, permite
velocidades de migracion mas rapidas y con menor desprendimiento de calor.

Generalmente, se emplean tampones con fuerzas i6nicas moderadas (0.05-0.10M).

Entre los amortiguadores mas empleados se encuentran: Tris-acetato-EDTA (TAE),
Tris-borato-EDTA (TBE) y Tris-fosfato-EDTA (TPE).

Marcadores de Peso Molecular
La determinacion del tamafio de los tipos de ARN se realiza comparando una

muestra de ARN con los estandares de peso molecular. Existen estandares
externos, disponibles comercialmente, los cuales deben ser desnaturalizados
mediante el mismo método que las muestras y los internos que forman parte de la
muestra experimental y suelen ser ARN grandes tales como los ribosdmicos. Dado
que estos marcadores forman parte de la muestra, se desnaturalizaran durante la

preparacion de la muestra para electroforesis.

Respecto a los estandares externos, se tiene que el ADN y el ARN no son
electroforéticamente equivalentes a menos que ambos hayan sido glioxalados
(Desnaturalizante que impide que la cadena se aparee consigo misma y la muestra
migre en el gel a una altura que no corresponde con su tamarfio). Al ser diferentes,
el ADN es util como estandares solo si esta dentro del rango de la mayoria de los
ARN celulares (en humanos, los tamafos de los ARNr 28S y 18S son 5025 y 1868

bases, respectivamente).

Como ya se ha dicho el ARNr es el producto mas abundante (80 - 85% del ARN
total) por consiguiente es también usado como estdndar en vista de que en la
separacion electroforética pueden visualizarse dos bandas muy diferentes y

facilmente observables, los ARNr 28S y 18S.

Los ARNr altamente abundantes pueden ser muy Utiles como controles internos a
porque pueden indicar la integridad de la muestra mediante inspeccion visual y
proporcionar evidencia de que se ha cargado una masa equivalente de ARN total

en cada pozo.??
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Tincidn

Bromuro de etidio

Se trata de una sustancia para tefir, ampliamente utilizada por sus ventajas en la
visualizacion de acidos nucleicos en geles de agarosa. Es un intercalador de
fenantridina, estructuralmente similar al yoduro de propidio. Suele intercalarse entre
los acidos nucleicos sin una preferencia de secuencia aparente, una vez cada 4 - 5
pares de bases, precisamente por esta caracteristica tiene un efecto mutageénico,
ya que al ser un agente intercalante se inserta entre las bases de una molécula de
ADN, interrumpiendo la alineacion y el emparejamiento de bases de las cadenas
complementarias, lo que puede inducir a una errénea replicacion del ADN. También
es irritante de mucosas, por estas razones debe tenerse cuidado con su

manipulacion, es decir en la proteccion de quien lo use, asi como de su desecho.

El bromuro de etidio se puede agregar al gel fundido (inferior a los 60 °C), para tefiir
el gel al concluir la electroforesis o directamente a la muestra de ARN antes de

cargar los pozos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la formacion de los quimicos farmacéuticos biélogos, la bioquimica celular es el
primer acercamiento a la Biologia molecular, disciplina que les permite comprender
de qué manera la expresién geénica rige las funciones celulares y tisulares en el
cuerpo humano. Entender la compleja relacion de acidos nucleicos y sus productos
funcionales permite conocer o contribuir a determinar la causa de la alteracion de
varios procesos biologicos. Debido a esto, el estudio de la molécula del ARN
representa un primer paso en el desarrollo de conocimiento y avances cientificos

gue mejoran la calidad de vida del ser humano.

Por lo anterior es de suma importancia que los contenidos procedimentales de
extraccion, cuantificacion y electroforesis de ARN se incluyan desde los primeros
niveles en la formacién cientifica de los estudiantes de la carrera Quimica

Farmacéutico Biologica.

Igualmente resulta significativo que el alumno aprenda y ponga en practica las
técnicas de Biologia molecular de vanguardia, de tal forma que se le proporcionen
fundamentos y bases que le den habilidades para sus materias siguientes en el plan
de estudio y en el area terminal que seleccione. De esta manera, los alumnos
obtendran los conocimientos y habilidades técnicas para aplicarlos en las distintas

areas de su vida profesional y de investigacion.
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OBIJETIVO GENERAL

Incorporar las técnicas de extraccion, cuantificacién y electroforesis de ARN

humano en la actualizacion del manual de Bioquimica Celular y de los Tejidos I.

OBIJETIVOS PARTICULARES

Aislar células mononucleares de sangre humana.

Obtener muestras de ARN a partir de linfocitos humanos utilizando el reactivo

comercial TRIzol® y TriReagent®.

Cuantificar la concentracion y la calidad del ARN recolectado en el laboratorio
de BCT | por el método espectrofotométrico usando el equipo Eppendorf

Biophotometer Plus ®.

Determinar las condiciones experimentales para la electroforesis de ARN

humano.

Redactar la propuesta de los protocolos de extraccion, cuantificacion

<

electroforesis de ARN humano considerando las condiciones e

infraestructura del laboratorio de BCT |.

Probar las técnicas estandarizadas de Extraccion, Cuantificacion y

Electroforesis de ARN con alumnos y profesores del laboratorio de BCT 1.

Elaborar los protocolos para la practica de Extraccion, cuantificacion y

electroforesis de ARN humano.
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HIPOTESIS

Se estandarizaran las técnicas de Extraccién, Cuantificacion y Electroforesis de
ARN a partir de sangre humana atendiendo al nimero de alumnos, equipos,
material y tiempo de sesiones del modulo del Laboratorio de Bioquimica Celular y
de los Tejidos | para su posterior incorporacion al manual del mismo, con el objetivo
de que los alumnos de dicho mdédulo refuercen el fundamento del tema mediante la
ejecucion de forma simple y reproducible de estas técnicas puesto que representa

el primer acercamiento de ellos al area de la Biologia Molecular.
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METODOLOGIA

Busqueda Bibliografica y
hemerografica

Aislamiento de células
mononucleares.

Extraccion de ARN
humano de linfocitos.

Segunda verificacion de
las practicas con las
correcciones pertinentes.

Entrega de redaccion
final de los protocolos de
las practicas.

Determinacion de
condiciones
experimentales para el
laboratorio de BCT

Obtencién de muestras
sanguineas (Puncion
venosa)

Cuantificacion de
concentracion y calidad
por espectrometria UV

Correccion de protocolos
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Redaccion inicial de
propuesta

Adquisicion de reactivos

Redaccion de la
propuesta de los
protocolos de extraccion,
cuantificacion y
electroforesis de ARN.

Revision y verificacion de
las practicas con los
profesores del médulo y
prueba piloto con
alumnos de BCT |




METODOLOGIA EXPERIMENTAL
EXTRACCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE VENOSA HUMANA

1. Se realiz6 la extraccién sanguinea por puncion venosa en un tubo con

anticoagulante EDTA.

2. En un tubo coénico de 15 mL se adiciond 1 mL de una sustancia formadora de
gradiente de densidad llamada Ficoll-Paque PLUS ®, por cada mL de sangre, esto

se realiz6 lentamente y por las paredes del tubo.

3. Se procedi6 a probar la centrifugacién a 2500 y 3000 rpm en centrifuga con dos
tipos de rotor: basculante y de angulo fijo, durante 30 minutos; con la finalidad de
obtener 4 bandas: una capa acuosa amarillo claro en la parte superior, una delgada
capa blanca lechosa debajo de la capa acuosa, una capa acuosa transparente y

finalmente una capa rojo oscuro.

4. Se tom6 el mayor volumen posible de la capa blanca lechoso a un tubo cénico
de 1.5 mL., teniendo cuidado de no transferir alguna de las otras fases (Ficoll o
plasma).

5. Se adicion0 la cantidad necesaria de buffer fosfato salino (PBS) para completar
1 mL.

CONTEO CELULAR

— Se procedio a la cuenta de células en un volumen de 20 pL de la muestra del
paso 5, en un hemocitémetro.

EXTRACCION DE ARN
Se probaron los reactivos Tri Reagent y TrlZol

1. A las muestras obtenidas con aproximadamente 4.5 millones de células se

adicion6 1 mL de reactivo Tri Reagent o TrlZol, se pipeted el lisado hacia arriba 'y

hacia abajo varias veces para homogeneizar bien.
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2. Se dejaron reposar las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Se afiadié 0.2 mL de cloroformo y mezclo por inversion. Se dejo reposar 5

minutos a temperatura ambiente.

4. Se centrifugd la mezcla resultante a 12,000 rpm durante 15 minutos. La

centrifugacion separo6 la mezcla en 3 fases.

5. Se transfirio la fase acuosa a un tubo conico de 1.5 mL. y afiadié 0.5 mL de

alcohol isopropilico y mezclo.

6. Se centrifug6é a 12,000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se decanto;
posterior a ello se adicioné 1 mL de etanol frio al 75 %. Se centrifug6 la muestra a

7500 rpm durante 10 minutos.

7. Se decant6 el sobrenadante y dej6 secar el sedimento de ARN. Se agregaron
0.05 mL (50 pL) de agua libre de ARNasas al sedimento de ARN.

CUANTIFICACION DE ARN
- Se realizaron diluciones de las muestras de ARN con agua libre de

ARNasas, 1:20, 1:25 y 1:50.

- Estas muestras se cuantificaron en el Biofotometro Eppendorf ®, ajustando el
equipo a cero de absorbancia con 50 uL de agua libre de ARNasas.

ELECTROFORESIS DE ARN
1. Se probaron concentraciones entre 0.8-1.2 %; del gel de agarosa, antes de

que solidificara se adicionaron 5 pL de Bromuro de etidio.
2. Se diluyé el buffer TBE 10X a concentraciones de 0.5X a 1.2X.

3. Se prepararon las muestras de ARN, dependiendo de la concentracion
original de ARN por cada 5 yL de muestra se adicion6 1 yL de bufer de carga 5X
Promega® obteniendo concentraciones de 1,3,5,7,10,15 pg de ARN que fueron

colocadas en los pozos.
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4. Finalmente se monto el sistema conectando los electrodos de acuerdo con el
codigo de colores, rojo-rojo y negro-negro y se procedio a encender la fuente de

poder, seleccionando 75 V. el corrimiento electroforético fue de 50 minutos.

5. Se observaron las bandas de ARN ribosomal: subunidades 28s y 18s.
utilizando el transilumindador FastGene® LED lluminator (recurso del laboratorio de
BCT I), pero también se observaron las bandas en el equipo ChemiDoc® MP Imaging
System de la UMIES de la FES Zaragoza.

PRUEBAS PILOTO

-Una vez establecidas las condiciones de los procedimientos de extraccion,
cuantificacion y determinacion de la integridad de ARN (electroforesis) se procedio
a realizar 2 pruebas piloto, una con alumnos del grupo 1402 del semestre 2019-1y
otra en el curso de profesores del médulo Bioquimica Celular y de los Tejidos |
“Curso tedrico-Practico Aspectos experimentales de Biologia Molecular: Extraccion
ARN?”, durante el intersemetre 2019-1y 2019-2.
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RESULTADOS

Se obtuvieron las muestras sanguineas por puncidn venosa empleando tubos
Vacutainer® con EDTA. Se encontrd que el volumen adecuado para obtener una
media de 4.5 millones de células para la extracciéon de ARN fue de 4 mL de sangre,
las cuales fueron tratadas con Ficoll-Paque®, una sustancia formadora de gradiente
de densidad, para lograr el aislamiento de las células mononucleares (linfocitos). De
estos ultimos se tomd un volumen de 300 pL. En el cuadro 2 se presentan los

resultados del conteo celular.

Cuadro 2. Conteo celular en muestras de sangre tratadas con Ficoll-Paque®.

Volumen Volumen  Valor p (IC 95%)
300 pL variable

Células en 1Imm?2x104

mL

Media 4538666.66 3118666.66  6.42e(-5)*

Desviacion estandar 855752.52 800659.25

Minimo 2900000.00 2200000.00

Maximo 5900000.00 4740000.00

*Estadisticamente significativa (p < 0.0001), prueba t de Student y de Welch.

Se probaron dos reactivos para la extraccion de ARN el TriReagent®y TriZol®. A
continuacion, se presentan los cuadros 3 y 4 que muestra las concentraciones e
indices de pureza del ARN obtenido con los dos reactivos de extraccion empleados.
Asimismo, en el cuadro 5 se resumen la comparacion estadistica de los dos
reactivos comerciales, el cual evidencia que TriReagent es el reactivo comercial
mMAas conveniente para su uso en el Laboratorio de Bioquimica Celular y de los

Tejidos I.
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Cuadro 3. Concentracion y relacion de absorbancias de muestras de células

mononucleares tratadas con TriReagent®.

1 50 2.1818 1.8462 0.011 0.024 0.013
2.4 120 1.9032 1.7879 0.031 0.059 0.033
2.4 120 1.9375 1.8235 0.032 0.062 0.034
3.1 155 2.1081 1.9500 0.037 0.078 0.04
3.2 160 1.8810 2.0256 0.042 0.079 0.039
3.5 175 1.9130 1.8333 0.046 0.088 0.048
3.7 185 1.9796 1.8654 0.049 0.097 0.052
4.3 215 2.0377 2.0377 0.053 0.108 0.053
4.4 220 1.9643 2.0370 0.056 0.11 0.054
4.4 220 1.8387 2.1111 0.062 0.114 0.054
4.7 235 1.8438 1.9344 0.064 0.118 0.061
4.9 245 1.8906 1.9516 0.064 0.121 0.062
5.5 275 1.8133 1.8630 0.075 0.136 0.073
6.2 310 1.9136 2.1528 0.081 0.155 0.072
6.3 315 1.9383 1.8471 0.081 0.157 0.085
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Cuadro 4. Concentracion y relacion de absorbancias de muestras de células

mononucleares tratadas con TriZol®.

Concentraciéon Concentracion Rel 260/280 Rel 260/230 A280 A260 A230

Dilucion 1:50  real

(ng/mL)
0.5 25 2.6000 0.3421 0.005 0.013 0.038
1.1 55 2.2500 0.6429 0.012 0.027 0.042
1.1 55 1.8000 0.6585 0.015 0.027 0.041
1.2 60 1.7222 0.3735 0.018 0.031 0.083
1.2 60 1.8235 0.4921 0.017 0.031 0.063
13 65 2.0000 0.6885 0.021 0.042 0.061
1.3 65 1.9545 0.6719 0.022 0.043 0.064
1.3 65 1.8182 0.6667 0.022 0.04 0.06
14 70 1.8750 0.6818 0.024 0.045 0.066
1.6 80 1.8400 0.6765 0.025 0.046 0.068
1.8 90 1.8800 0.6351 0.025 0.047 0.074
1.9 95 1.8077 0.5802 0.026 0.047 0.081
1.9 95 1.8000 0.8852 0.03 0.054 0.061
2.1 105 1.8276 0.7794 0.029 0.053 0.068
2.5 125 1.9091 0.4315 0.033 0.063 0.146

Cuadro 5. Comparacion de protocolos para extraccion de ARN en sangre humana.

TriReagent® TriZol® Diferencia  Valor p (IC 95%)

Concentracion pg/mL

Media 4.00 1.48 2.52 7.8e(-7)*
Desviacion estandar 1.46 0.49

Minimo

Maximo

indice 280/260

Media 1.94 1.87

Mediana* 1.91 1.84 0.023
Desviacion estandar 0.10 0.12

Minimo

Maximo

indice 260/230

Media 1.93 0.61 1.32 7.574e(-22) -
Desviacion estandar 0.11 0.15

Minimo

Maximo

*Estadisticamente significativa entre los grupos de entrada (P <0.001), prueba t de Student
-Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de entrada (P = <0.001), prueba t de
Student.

+ Prueba de los rangos con signos de Wilcoxon
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En las figuras 8 y 9 se muestra la frecuencia de las concentraciones de ARN
obtenidas en las muestras a partir de 4 mL de sangre venosa.

Extraccion de ARN de células mononucleares
de sangre humana con TriReagent

]

MUESTRAS
O R, N W A O

Frecuencia

CONCENTRACION EN pg/mL

@i1-2.1 2.1-3.3 3.4-45 4.6-5.7 5.8-6.9

Figura 8. Concentracion de ARN de muestras tratadas con TriReagent®.

Extraccion de ARN de células mononucleares

de sangre humana con TriZol
10

MUESTRAS

0

Frecuencia2

CONCENTRACION EN pg/mL
m0.5-0.9 1-1.4 1.5.1.9 2.0-2.4 2.5-2.9

Figura 9. Concentracion de ARN de muestras tratadas con Trizol®
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ELECTROFORESIS

Para las muestras: se coloco 1 pL de Buffer de carga por cada 5 L y se determiné

un minimo de 5 pg de ARN por pozo.

Para el gel: Se realizdé con agarosa al 1% en TBE al 1X (100 mL), con 5 uL de

bromuro de etidio.
Para el corrimiento, se uso buffer TBE al 1X, a 75 voltios durante 50 minutos.

Las figuras 10 y 11, ejemplifican la integridad del ARN obtenido, con el protocolo
propuesto, en las que se observan las dos bandas que indican la presencia de las
subunidades 28s y 18s del ARNT.

Figura 10. Integridad de las muestras de ARN
obtenidos mediante el uso de TriReagent®.
Visualizado en el ChemiDoc® MP Imaging System
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Figura. Muestras con 3 pug de ARN obtenido
mediante el uso de TriZol®, con 3 lavados de

etanol al 75 %. Visualizado en el ChemiDoc® MP

Imaging System.

Figura 12. Electroforesis en agarosa al 1% de muestras de ARN
obtenido mediante el uso de TriZol®. Del pozo 1 al 3: 12 ug de
muestra; del pozo 4 al 7: 1 ug.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra

las subunidades 28s y 18s. Con 6 pg de los productos de ARN
obtenidos mediante el uso de TriZol® y TriReagent. Visualizado

en el FastGene® LED llluminator.

Después de que las condiciones fueron establecidas se realizaron dos
pruebas piloto para profesores y alumnos de la asignatura de Bioquimica
Celular y de los Tejidos I, en las que se realizaron la extraccion, cuantificacion
y determinacion de la integridad de ARN a partir de una muestra de sangre
humana, a partir de éstas se realizaron las modificaciones pertinentes a los
protocolos y ayudaron para establecer los tiempos de cada paso, ajustando
a las sesiones de laboratorio del médulo. De esta manera se pudo realizar la
redaccion final de los protocolos de las 3 técnicas, los cuales se encuentran

en el anexo del presente trabajo.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La implementacion de los tres protocolos de extraccion, cuantificacion y
electroforesis de ARN al Manual de Laboratorio de Bioquimica Celular y de los
Tejidos, debié considerar varios aspectos para su estandarizacion, como son el
namero de alumnos, los reactivos requeridos, los equipos, el material, y tiempo de

las sesiones de laboratorio.

El primer punto para deliberar fueron los reactivos empleados para la extraccion del
ARN, por dicho motivo se realizd una revision de las técnicas mas actuales para la
extraccion de acidos nucleicos, encontrdndose una gran variedad, desde las mas
convencionales como la de Chomczynski y Sacchi (1987) y sus variantes, el uso de
columnas de silice, perlas magnéticas, una combinacion de las anteriores en kits

comerciales, hasta equipos automatizados que llevan a cabo todo el proceso.

La eleccion de la técnica obedecié en primera instancia al tipo de muestra, es decir
Si estas son frescas o conservadas, asimismo el origen de ellas para determinar un
pretratamiento por lo cual se optd por el uso de sangre humana venosa que puede
ser extraida durante la sesion del laboratorio de BCT |. Posteriormente, basados en
el costo-beneficio, la cantidad de muestras y el uso posterior que se dara al ARN
extraido fue que se descart6 el uso de columnas de silice y/o perlas magnéticas
pues pese a ofrecer la ventaja de usar sangre total, un considerable rendimiento y
reduccion del tiempo de trabajo, no justifican el uso de estas en un laboratorio de
docencia dado que la participacién del alumno es menor. Por ejemplo, se tiene un
equipo que incluye la extraccion organica del ARN y columna de silice por lo que no
se requiere aislamiento celular previo. Mientras que la extraccion organica es
también de alta pureza y conveniente cuando el nimero de muestras es pequefio,

considerandose 10 muestras por sesion, 60 al semestre.

Referente a la extraccion con solventes organicos, como se encuentra optimizado
para muestras celulares, se hizo la eleccion de un reactivo conocido como Ficoll-
Paque® el cual permite aislar células mononucleares (linfocitos) de sangre

periférica con alto rendimiento, mediante un procedimiento de centrifugacion simple
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y rapido. No obstante, se debe tener especial cuidado cuando es afiadida la sangre
al tubo que contiene esta solucion puesto que una rapida y/o brusca adicion
estropea la muestra. De igual manera una vez que los linfocitos son separados en
una capa color blanco lechoso deben ser extraidos cuidadosamente procurando
tomar solo esta porcion para evitar arrastrar otras células, solventes o sales que
causan una menor pureza en la muestra final. El tiempo y velocidad de
centrifugacion se vio limitada por el modelo de la centrifuga, dado que varia el radio
del rotor, asi como el tipo: fijo o basculante. Sin embargo, determinadas estas
variables se procedié a una recuperacion de la interfase celular (linfocitos) de 300
uL, cuando se parte de un volumen de 4 mL de sangre total. Un volumen menor a
300 pL se tradujo en un menor niumero de células y por ende, menor concentracion
del ARN extraido.

La lisis celular se realizé por un método quimico para lo cual se contempld dos
reactivos comerciales: TriZol® y TriReagent®, una solucibn monofasica que
contiene fenol con tiocianato de guanidina. Dado que se asegura una extraccion de
igual eficacia, se procedid a la comparacion de ambos reactivos con el fin de
determinar que no habia una diferencia significativa entre ellos. Por este motivo se
realiz6 la medicion de la absorcion UV debido a que es el método mas facil y rapido
para determinar la concentracién y la pureza del ARN. Con estos datos, se realizé
una comparacion estadistica, encontrandose diferencia significativa en cuanto a la
pureza del material extraido, TriReagent demuestra una pureza estadisticamente
significativa, mayor que la de Trizol (cuadro 5). Los datos de las muestras tratadas
con el reactivo Trizol® presentan un indice de pureza 280/260 que resulta aceptable
puesto que se encuentra dentro del rango, mas el indice 260/230 muestra valores
debajo del admisible, indicativo de la presencia de sustancias contaminantes que
absorben entre 230 y 270 nm, como el fenol y guanidina.

La opcion viable para solucionar esto es afiadir un paso adicional durante la
extraccidon, una vez que se adicioné el Trizol®, cloroformo y se centrifugo, la fase
acuosa obtenida se transferira a un nuevo tubo que contendra solo cloroformo,
agitandose y centrifugandose nuevamente. De la misma manera dos o tres lavados

extra de etanol al 75 % contribuirian a una eliminacion efectiva de las cantidades
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residuales de fenol sin disminuir demasiado el rendimiento de ARN y con sélo un
poco de tiempo extra. Ciertamente que es opcional y dependera totalmente del
propasito que se destine al ARN obtenido.

Con relacion a la integridad de la muestra se llevo a cabo la electroforesis del ARN
extraido, para lo cual se determindé que con 1 ug (50 pg/ mL) de muestra era

suficiente para ser visualizado en el equipo ChemiDoc® MP Imaging System.

Por otra parte, es a partir de 5 ug (250 pug/ mL) que las bandas de ARNr pueden ser
observadas, clara y definidamente, en el transiluminador (FastGene® LED
llluminator), porque la sensibilidad del equipo es menor que el primero, por lo cual
se requiere una mayor cantidad de muestra, lo que no representa problema en la
aplicacion en los pozos del gel mientras se tengan concentraciones mayores a ésta.
Aun asi, se observé que con 4 pug bandas tenues podian ser identificadas y estas

podian ser colocadas sin problema en los pozos.

La realizacion de la prueba piloto con profesores y alumnos de la asignatura de
Bioquimica Celular y de los Tejidos I, evidencio algunos aspectos de las técnicas
gue debian ser considerados, como es el caso de la concentracién obtenida y
empleada para su cuantificacion, por tal razon las muestras de ARN tuvieron que
ser diluidas para que pudieran ser determinadas con el equipo Biophometer
Eppendorf®, sin embargo se observé que al realizar esto la pureza de las muestras
disminuye lo que se relaciona con un alto contenido de impurezas que elevan la
absorbancia de la muestra, esto fue observado cuando se tomaba un volumen
mayor de células mononucleares al establecido con arrastre de Ficoll o plasma o
bien en el paso de la recuperacion de la fase acuosa después de agregar el Trizol
o TriReagent si se tomaba la porcion intermedia que contiene ADN. Del mismo
modo una homogeneizacion incompleta, en segundo paso mencionado, influye
sobre el resultado obtenido ya que no hay una completa disociacion de las

estructuras celulares.

Respecto a la electroforesis, se determin6 que una inadecuada dilucion causa que
el ARN 28S y 18S sea visible en las posiciones correctas en el carril, aunque detras

de una especie de frotis (Figura 7).

e
38



Con estos primeros resultados se determiné la importancia de un adecuado pipeteo,
dado que esto es fundamental ya que de no hacerlo se tienen retrasos en la técnica
porque se resuspenda la muestra o bien se arrastren sustancias que interfieren en

los analisis posteriores que se requieran.

Acerca de la electroforesis se concreté las diluciones a emplear cuando se tienen
altas concentraciones de ARN, asi como el tiempo Optimo de corrimiento
manteniendo condiciones que permitan mantener el voltaje y evitar un
calentamiento del sistema, la sugerencia es enfriar el buffer de corrimiento
previamente a la corrida. En cuanto a la concentracion del gel, se comprob6 que
esta podia disminuirse hasta el 1% y los resultados eran igualmente adecuados
para el proposito.

Es de suma importancia mencionar que el material y reactivos usados debe ser
exclusivo para esta practica y tratado con cuidado porque la contaminacién de esto
afecta negativamente los resultados esperados, esto incluye la degradacion del
material biolégico obtenido o la de los reactivos. Por ello la cristaleria debera ser
lavada y después tratada con agua libre de ARNasas, dilucién al 0.1 % con
Dietilpirocarbonato (DEPC), reactivos grado biologia molecular, fraccionados de
preferencia, considerando que seran manipulados por varias personas y mas

importante aun los reactivos deberan ser resguardados en un area especifica.

La segunda prueba piloto permitié estimar el tiempo de las sesiones de laboratorio,
asi como la organizacion de las actividades basadas en la experiencia de los
alumnos incluyendo los materiales y equipos. Con base en ello se sugiere realizar
la introduccién a la préactica que incluye fundamentos, uso de equipos, precauciones
y resolucion de dudas con lo que se pretende evitar retrasos en la parte
experimental. Esta ultima seria dividida en dos partes, la primera se realizaria
después de la explicacion, esto seria la toma de muestra sanguinea y extraccion de
células mononucleares que podrian ser resguardadas en congelacién en medio
PBS. La segunda sesion contempla la extraccion del ARN en un tiempo no mayor a
70 minutos, con la posterior cuantificacion y electroforesis. Debido a esto se propone

realizar la preparacion del gel y mientras este solidifica realizar la cuantificacion de
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la muestra en el equipo BioPhometer ® y finalmente realizar la preparacion de las

muestras, aplicaciéon y corrimiento del gel. La electroforesis es importante para que

ellos puedan visualizar la integridad de la muestra, no obstante, esto es opcional.
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CONCLUSIONES

e Se determinaron las condiciones para el aislamiento de células
mononucleares a partir de sangre humana.

e Se estandarizaron los protocolos para la extraccion de ARN usando dos
reactivos comerciales, determinandose la viabilidad de ambos, siendo
TriReagent el que demostré una pureza superior en la extraccion.

e Se establecieron los requisitos para la determinar la concentracion e
integridad de la muestra de ARN a través de la electroforesis en agarosa.

e Todos los protocolos se diseflaron considerando el equipo y material
disponible en el laboratorio al igual que el tiempo del que se dispone.

e Se llevaron a cabo dos pruebas piloto con profesores y alumnos para
rectificar el proceso.

e En consecuencia, se realizo la redaccion de los protocolos de las técnicas de
Extraccion, Cuantificacion y Electroforesis de ARN humano para su
incorporacion en la actualizacion del manual de Bioquimica Celular y de los

Tejidos I.
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ANEXOS

Anexo 1: Practica de Extraccion de ARN Humano.

EXTRACCION DE ARN HUMANO

Objetivos

v/ Extraer células mononucleares de sangre.
v/ Analizar el fundamento de la extraccion de ARN.

v Extraer el ARN de una muestra de sangre utilizando el método de
Chomczynski y Sacchiz.

Antecedentes académicos

v Acidos nucleicos: ARN y ADN

v/ Tipos de ARN y sus funciones

v/ Propiedades fisicoquimicas del ARN

v Métodos de extraccidon y purificacion de ARN
v/ Tipos de centrifugacion

v/ Gradientes de densidad: propiedades y funciones.
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Introduccion

El ARN es un polimero lineal de cuatro tipos diferentes de nucleétidos unidos
por enlaces fosfodiéster. Ademds de su participacion en la sintesis de

proteinas, entre sus funciones se tiene la regulacidon de la expresion génica, la
diferenciacion celular y la catalisis.

Quimicamente se diferencia del ADN porque contiene un azucar ribosa con

dos grupos hidroxilos en posicion 2" y 3, cuyo grupo libre en la posicidon 2 es

lo que le confiere la cualidad de ser mas reactivo. En el cuadro 1 se enuncian
mas diferencias entre ambos polinucleétidos.

Cadena de polinucleétidos de ADN Cadena de polinucle6tidos de ARN
Par T-A tiene dos En el ARN, Uracilo
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Fig.1. Comparacioén estructural de ADN y ARN.

En primera instancia se sabe que el ADN es quien contiene las instrucciones,
codificadas, que determinan todas las caracteristicas y funciones de un
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organismo. Sin embargo, no es hasta la dilucidacion de la relacidon del flujo de
informacion entre genes y las proteinas (Dogma central de la Biologia) que se
ha podido comprender la importancia de la intervencion del ARN en dicho
proceso, pues se trata de un precursor en la sintesis de las cadenas
polipeptidicas.'>

Tipos de ARN

De manera generalmente se hace referencia a tres tipos. El ARN mensajero
(ARNm) quien es el encargado de llevar la informacion a los ribosomas, este se
encuentra en una proporcion de 2 al 5 % en la célula. Se origina, en el nucleo,
a partir de una hebra de ADN que sirve como molde.

El ARN de transferencia (ARNt), los adaptadores que seleccionan los
aminoacidos y los retienen en el lugar adecuado del ribosoma para que se
puedan incorporar a las proteinas. Los ARN ribosomales (ARNr) quienes
reconocen y unen otras moléculas, proveen apoyo estructural y catalizan las
reacciones quimicas por medio de las cuales los aminoacidos se unen de
manera covalente y forman las proteinas. El mas abundante ya que representa
cerca del 80% del ARN de una célula que se esta dividiendo rapidamente.> >4
Estos tres son los usualmente mencionados en la literatura, dada su especifica
funcidn aun cuando existen otros tipos de ARN igualmente importantes como
lo son los ARN nucleares pequefios (small nuclear; snARN) y micro-ARN
(miARN). Los miARN participan en la sintesis de proteina, mientras que los
snARN lo hacen en la edicion del ARNm, es decir en la conversién del ARN
nuclear heterogéneo (snoARN) a ARNm (ARN listo para salir del nucleo,
maduro), asi como en la modulacion de la expresion de gen al alterar la funcidn
del RNAm 3 12

Por su parte ARN enzimatico (ribozimas), con funciones cataliticas, asociadas
al procesado del propio ARN.

Transcripcion

Es el primer paso en el complejo proceso conocido como expresion génica,
esto es copiar una secuencia de ADN (gen) para producir una molécula de ARN,
el ARN mensajero o codificante.

El ARNm debe pasar por un proceso de maduracidon antes de su salida del
nucleo. Para ello primero debe ocurrir el splicing o corte y empalme que es la
remocion de aquellos fragmentos de informacién genética que no seran
utilizados en la codificacion de la proteina de interés, los llamados intrones. El
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siguiente paso consiste en la adicién de una cadena de poli(A) que se trata de
un conjunto de Adeninas en el extremo 3" y que tiene funcidn estabilizadora.
De la misma forma se da la unidon del CAP o caperuza en el extremo 5" del
ARNm, con lo cual se dara el inicio de la sefializacion para la sintesis de
proteinas una vez que la cadena ARNm haya salido a través de los poros
nucleares hacia el ribosoma. Cabe sefalar que los dos anteriores funcionan
como protectores de la informacidn frente a las RNAsas que se encuentran en
el citoplasma.> #6728

Traduccidn

En esta etapa el ARNm se decodifica para seleccionar los aminodacidos que
formardan a la proteina. La iniciacién, del proceso, es debido a la interaccion de
varias proteinas y el CAP o caperuza ligado al extremo 5' de las moléculas de
ARNm. Es en el sitio A del ribosoma donde ARNm actua como el molde para
controlar la incorporacion de aminodcidos en el orden especifico codificado
por la secuencia de nucleétidos del ADN.*

En el sitio P, es donde el ARN ribosomal se encarga del ensamble de los
aminoacidos, siguiendo el orden codificado por el ADN, en proteinas
especificas.> & 78

Cuadro 1. Comparacién de caracteristicas estructurales y funcionales de
acidos nucleico.

Caracteristicas ARN ADN
Configuracion Generalmente lineal Doble (excepto en
espacial con ocasionales estructuras [algunos virus), helicoidal

tridimensionales
Bases Adenina-Uracilo Adenina-Timina
Guanina-Citosina Guanina-Citosina
Pentosa Ribosa Desoxirribosa
Transcripcion de la  |Porciones Completa

informacion

Aislamiento de células mononucleares
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En la célula, la funcién del nucleo es mantener la integridad de los genes y
controlar las actividades celulares regulando la expresion génica. Por ello se
dice que el nucleo es el centro de control de la célula. La obtencién del ARN
resulta mds simple cuantos menos pasos se realicen para el aislamiento de
este de la célula, por lo que la sangre resulta el tejido mas adecuado para ello.
La sangre esta compuesta de una porcion celular, lamada elementos formes,
y una porcién liquida, llamada plasma (matriz extracelular). Cuando se
centrifuga una muestra de sangre, los elementos formes mas pesados se
aglomeran en el fondo del tubo, y el plasma queda en la parte superior. Los
leucocitos y las plaquetas sélo forman una “capa leucocitaria” de color claro
en la interfaz entre los eritrocitos aglomerados y el plasma. No obstante, esta
disposicién de las particulas puede ser facilmente alterada debido a la
naturaleza de las particulas, el medio en el que se encuentran, por tal razéon es
gue se requiere del uso de gradientes de densidad que son sustancias que
permiten que las particulas que han migrado a través de una solucion, por
accion de la gravedad o fuerza centrifuga, mantengan su disposicidon espacial
unas respecto a otras, visto que permiten asegurar que no haya conveccidn en
el interior del gradiente debido a una disminucién de la densidad del medio
por causa de un aumento en la temperatura. Una segunda funcion importante
del gradiente es el impedir las mezclas debidas a perturbaciones mecanicas.
Finalmente, se tiene que estos evitan el flujo convectivo entre zonas como
resultado de sus diferentes densidades, este efecto es muy pequefio, pero
muy importante cuando se utilizan concentraciones elevadas.

Extraccidn y Purificacién de ARN

En la extraccion de acidos nucleicos hay pasos fundamentales, como lo son:

1) Lisis celular a través de la ruptura de las membranas celulares o la pared,
mediante métodos que pueden ser quimicos, fisicos o enzimaticos.

2) Desnaturalizacién de proteinas y Separacién: Permite la eliminacion
progresiva de proteinas y otros contaminantes celulares y la obtencién de
un material genético cada vez mas limpio. Dentro de las metodologias
utilizadas las mds comunes son la extraccién con mezclas de fenol-
cloroformo y la separacidon cromatografica.

3) Precipitacion: Permite la obtencidn del acido nucleico listo para ser

almacenado o diluido a la concentracion deseada para su utilizacién.!!
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Actualmente se encuentran numerosas metodologias y modificaciones,
basadas en dos categorias principales; el grado de alteracién celular y la
inhibicidn de las ARNasas. Cada una con ventajas y limitaciones propias. Por
esta razén, debe tenerse claro que no existe una forma correcta de extraer el
ARN de las células y tejidos, y que la Unica manera incorrecta de hacerlo es
permitir la introduccién de la actividad de la ARNasas.® 1°

Chomczynski y Sacchi describieron un método de aislamiento de ARN total
mediante una sola extraccion. Por tal motivo propusieron la lisis celular con
una mezcla 4acida de isotiocianato de guanidinio-fenol, con la
desnaturalizacién proteica por la adicion de cloroformo y precipitacion del
ARN total con alcohol isopropilico.

Material y Equipo

* Tubos Vacutainer® de 4 mL con EDTA (tapén lila)
* Soporte de aguja

* Aguja para toma multiple 21G x 38mm

* Torundas

* Ligadura

* Guantes de latex

* Centrifuga Sigma 2-66E

*  Micropipetas p200, p1000.

* Puntas nuevas para micropipetas

* Agua libre de ARNasas (agua estéril con DEPC, Dietilpirocarbonato)
* Gradilla

* Tubos conicos 1.5 mL

* Tubos conicos de 15 mL

* Ficoll-Paque PLUS®

* Tri Reagent® o Trizol®

* |sopropanol

* Cloroformo

* Etanolal 75%

* DEPC (Diluir 1 mL del reactivo en 999 mL de agua milliQ o
bidestilidad, agitar continuamente durante 12 horas protegido de la
luz)

50



Método

A.-Extraccion de células mononucleares a partir de un volumen de 4 mL de una
muestra de sangre humana.

1. Realizar la técnica de extracciéon sanguinea de un integrante del
equipo para obtener una muestra en un tubo que contenga
anticoagulante EDTA (Fig. 2).

2. En un tubo cénico de 15 mL adicionar 4 mL de Ficoll-Paque PLUS ®, a
continuacion, depositar lentamente y por las paredes del tubo, los 4
mL de sangre. (Fig. 3)

Nota: es de suma importancia que la muestra no se mezcle con el
contenido del tubo al momento de adicionarla.

3. Dejar reposar durante 5 minutos (Fig. 4) y proceder a centrifugar a
2500 rpm durante 30 minutos. Al término, debe verse una capa acuosa
amarillo claro en la parte superior, una delgada capa blanca lechosa

debajo de la capa acuosa, una capa acuosa transparente y finalmente

“_ [ ,..—-77 :ﬂ Y o

Fig.3. Adicion por las paredes del tubo,
sangre en EDTA. de sangre al tubo con Ficoll-Paque.

Fig.2 Ficoll-Paque Y muestras de

una capa rojo oscuro. (Fig. 5)
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Fig.4 Sedimentacion de los

Fig.5 Componentes sanguineos
componentes de la sangre a través de después de la centrifugacion
solucién de Ficoll-Paque.

4. Tomar de la capa blanco lechoso, el mayor volumen posible, sin llevarse
el ficoll o plasma, y transferir a un tubo cénico de 1.5 mL.

Nota: Tomar cuidadosamente en pequenas porciones de 50-100 plL
hasta maximo 300 pL.

B.- Extraccion de ARN con Tri Reagent®

4.1.1 Adicionar 1 mL de reactivo Tri Reagent. Pipetear el lisado hacia
arriba y hacia abajo varias veces para homogeneizar (Fig. 6). Dejar
reposar las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Fig. 6 Adicion de Tri Reagent.

Fig. 7 Reposo de las muestras con
Tri Reagent
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4.1.2 Afadir 0.2 mL de cloroformo por mL de Reactivo TRI Reagent (Fig.
7) utilizado. Mezclar, por inversiéon del tubo, durante 15 segundos y
deje reposar 5 minutos a temperatura ambiente. (Fig. 8).

Fig. 8 Muestra después de la Fig. 9. Adicién de alcohol
centrifugacion isopropilico

4.1.3 Centrifugar la mezcla resultante a 12,000 rpm durante 15 minutos. La
centrifugacion separa la mezcla en 3 fases: una fase acuosa superior incolora
(que contiene ARN), una interfase (que contiene ADN) y una fase organica rosa
(contiene proteina).

4.1.4 Transferir la fase acuosa (transparente) a un tubo nuevo, anadir 0.5 mL
de alcohol isopropilico y mezclar (Fig. 9).

Nota: Evite transferir cualquiera de la capa interfdsica u orgdnica a la pipeta
cuando retire la fase acuosa.

4.1.5. Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos. El precipitado de ARN
formarda un sedimento en el costado y el fondo del tubo.

4.1.6 Decantar el sobrenadante, de un sélo movimiento a un vaso de
precipitados, y adicionar 1 mL de etanol frio al 75 %. Centrifugar la muestra a
7500 rpm durante 10 minutos.

4.1.7 Decantar el sobrenadante, de un sélo movimiento a un vaso de
precipitados y secar brevemente el sedimento de ARN durante 15 minutos.
Agregar 0.05 mL (50 pL) de agua libre de ARNasas al sedimento de ARN (Fig.11)

R
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Fig 10. Secado del ARN Fig.11 Reconstitucién del ARN

C.- Extraccion de ARN con TRIzol®

4.2.1. Agregar 0.75 mL de reactivo TRIzol® por 0.25 mL de la suspension del
paso 3 (5- 10 x 10 ® células, de 3 a 6 millones por cada 4 mL de sangre
extraida). Pipetear el lisado hacia arriba y hacia abajo varias veces para
homogeneizar. Deje reposar durante 15 minutos.

4.2.2. Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada mL de reactivo TRIzol® utilizado
para lisis, luego tapar de forma segura el tubo y agitar, por inversiéon continua,
durante 15 segundos.

4.2.3. Centrifugar la muestra durante 15 minutos a 12,000 rpm a 4 °C. Se
obtendra una fase acuosa (superior incolora), lechosa (interfase, ADN) y
organica (proteica)

4.2.4. Transferir la fase acuosa que contiene el ARN a un tubo nuevo, para ello
inclinar el tubo a 45 °Cy pipetear la solucion hacia las paredes. (Fig. 12 y 13)

Nota: Evite transferir cualquiera de la capa interfasica u organica a la pipeta
cuando retire la fase acuosa.
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Fig. 12. Transferencia de la fase Fig. 13. Fase organica (tubo de la
acuosa (incolora) izquierda); fase acuosa (derecha).

4.2.5. Agregar 0.5 mL de isopropanol a la fase acuosa, invierta y deje reposar
durante 10 minutos en hielo.

4.2.6. Centrifugar durante 15 minutos a 12,000 rpm a 4 ° C. El precipitado de
ARN total forma un sedimento blanco similar al gel en el fondo del tubo.
Desechar el sobrenadante.

4.2.7 Resuspender el sedimento en 1 mL de etanol frio al 75%. Agitar la
muestra suavemente y centrifugar a 7500 rpm por 10 minutos a 4 °C.
Desechar el sobrenadante y dejar secar de 5 a 10 minutos.

4.2.8 Resuspender nuevamente en agua libre de RNAsas, en un volumen de
50 L.

Resultados

Describir los cambios fisicos que se presentan en cada uno de los pasos de la
extraccion y purificacion de DNA.

Cuestionario

¢Cudl es la funcion de las ARNasas?

=

2. iDe qué tipo de muestras se puede aislar el ARN? ¢Por qué?
3. éCuales son las ventajas de usar gradientes de densidad sintéticos como
el Ficoll-Paque?

4. ¢Qué otros métodos de extraccion existen?

——————————————
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5. ¢Para la precipitacion del ARN que otras sustancias pueden emplearse?
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Anexo 2: Practica de Cuantificacion de ARN Humano.

CUANTIFICACION DE ARN
HUMANO

Objetivos

v/ Cuantificar el ARN de una muestra problema, por el método
espectrofotométrico, utilizando un biofotémetro

Antecedentes académicos

v Caracteristicas fisicoquimicas del ARN.
v Funcionamiento del equipo BioPhotometer

Introduccion

La naturaleza dual de la luz es un fendmeno segun el cual las particulas pueden
comportarse como ondas y viceversa. La dilucidacion del comportamiento de
ésta se debe al trabajo de la comunidad cientifica a lo largo de los afios. Y es
gracias a estos aportes que puede comprenderse cdmo las cargas eléctricas
sometidas a aceleraciéon producen campos eléctricos y magnéticos, siendo
capaces de transportar energia en el espacio sin necesidad de un medio,
pudiendo, por tanto, propagarse en el vacio. La propagacion de dichos campos
electromagnéticos, conocida como radiacidon electromagnética, se realiza
como una oscilacién perpendicular por lo tanto en ondas electromagnéticas
transversales.
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La luz visible es tan solo una parte de lo que se conoce como espectro
electromagnético, que es el conjunto de todas las longitudes de onda de todas
las radiaciones electromagnéticas y cuya clasificacién obedece a un pardmetro
fisico denominado longitud de onda.

La radiacion electromagnética interacciona con la materia, el resultado de ello
puede ser la desviacion de las ondas electromagnéticas o su absorcion parcial,
transformdndose en energia térmica o bien siendo reemitida con o sin cambio
de longitud de onda.

En esta interaccidon las moléculas y atomos absorben un fotén (particula
portadora de todas las formas de radiacién electromagnética) por lo que su
energia interna aumenta, es decir pasa de un estado basal o fundamental a un
estado de excitacion (inestable). La radiacion absorbida produce cambios en
los enlaces intramoleculares y/o movimiento de los electrones alrededor del
atomo. Esto es conocido como transiciones y pueden ser de tres tipos:
rotacionales, vibracionales, electrdnicas, asi como una combinacion de ellas,
tal es el caso de la regidn UV y visible para los cuales la energia absorbida es
mucho mayor y por ende se pueden tener las tres. Debido a la inestabilidad
del estado excitado la molécula tiende a regresar a su estado inicial por lo cual
libera la energia excedente en forma de calor o de radiacion electromagnética
nuevamente (emision).

Moléculas organicas con electrones deslocalizados en sistemas aromaticos
suelen absorber a 150-400 nm (ultravioleta) o en la regién visible de 400-800
nm.

Las pirimidinas y purinas libres, presentes en el ARN, son moléculas
aromaticas, una propiedad que influye en su estructura, distribucion
electrénica y capacidad para absorber la luz. La deslocalizaciéon de electrones
en el anillo genera enlaces dobles parciales que conforma una ligera
deformacion en las bases. Estos electrones deslocalizados se pueden excitar al
recibir energia en forma de luz ultravioleta. Es por ello que se dice que a 260
nanometros las bases absorben luz UV. Lo que permite calcular la
concentracidon a partir del coeficiente de extincién molar y la ecuaciéon de
Lambert-Beer.
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Determinacién de la concentracion y calidad de ARN

La concentracidn y pureza de las muestras de ARN se determinan empleando
luz ultravioleta, con un maximo de absorbancia a 260 nm. Las mediciones de
absorbancia a esta longitud de onda permiten el calculo directo de la
concentracion de acido nucleico en una muestra:

[RNA] pg /mL= A 260 x dilucién x 40

A, Absorbancia a 260 nm

Dilucion: Factor de dilucién
40: Coeficiente de extincion promedio de ARN (40 ug / OD 260).

Los cdlculos basados en la absorbancia a 260 nm proporcionan poca
informacion sobre la calidad y pureza de la muestra; en presencia de exceso
de sal, proteinas contaminantes y / o solventes organicos remanentes, el valor
de absorbancia puede ser sesgado significativamente. Por este motivo existe
una serie de relaciones de absorbancia que proporcionan una estimacion
razonable de la pureza de la preparacion:

Ao /A2 2.0 Debajo de 1.8 sugiere contaminacion proteica.
Ao /A20 2.0-2.4 Debajo de 1.8 sugiere contaminacién organica.
Axo /A2 14 Debajo de 1.4 sugiere una cantidad excesiva de sal.

Material y Equipo
* Equipo BioPhotometer®
* Celdas para espectrofotometro
* Micropipetas p200, p1000.
* Puntas nuevas para micropipetas
* Agua libre de ARNasas (agua con DEPC, dietilpirocarbonato)
* Guantes estériles
* Gradilla
* Tubos cénicos 1.5 mL
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Material Biologico

° Muestras de ARN humano

Método

5. Mezclar la muestra de ARN y realizar una dilucién 1:50 (Fig.2), para ello
colocar 4 microlitros de la solucién original y adicionar 196 microlitros
de solucion libre de ARNasas.

Fig.1 Dilucién 1:50 de la Fig.2. Biofotémetro
muestra. Eppendorf®.

6. Encender el equipo (Fig. 2) del botdn que se encuentra en la parte
posterior y seleccionar la funcion No. 9 que permite medir la
concentracion de ARN y de su pureza.

7. Calibrar el Biofotdmetro, ajustando el equipo a cero de absorbancia,
para ello, tomar 50 plL de agua libre de ARNasas y colocar en una celda
del Biofotdmetro. Situar la celda en el portacelda, presionar el botdn
“blank” (Fig 3) y observar en la pantalla los ceros (Fig. 4).
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Fig.3. Colocacion de la Fig.4. Ajuste de
muestra en la celda. absorbancia con el
blanco de

concentracion.

8. Mezclar la muestra y colocar 50 pL en la celda (Fig. 5), insertar esta en
el portacelda y oprimir el botén “Sample”. Registrar todos los datos
qgue aparecen en la pantalla (Fig.5).

Fig.5 Resultados de
medicion de una muestra
de ARN.
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Cuestionario

¢Por qué otro método se puede cuantificar la concentracion de ARN?
éCual es el significado de los indices 280/260y 260/2307?
¢Qué importancia tiene esto?
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Anexo 3: Practica electroforesis de ARN.

ELECTROFORESIS DE ARN

Objetivos

v Realizar la electroforesis del ADN extraido, purificado y cuantificado.
v Analizar las bandas obtenidas en el gel.

Antecedentes académicos

v Fundamento de la electroforesis

v Moléculas que se pueden separar por electroforesis

v Medios de soporte para realizar la electroforesis

v Ejemplos de separacion electroforética de ARN humano.
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Introduccion

Diversos estudios cientificos requieren de una muestra de ARN integra, es por
ello que el estado de esta debe verificarse antes de proceder con las
aplicaciones practicas de este debido a la vulnerabilidad de la molécula frente
a las ARNasas que se encuentran en la muestra o en el entorno.

Los métodos electroforéticos ademas de servir como método de separacion
de mezclas complejas (proteinas, péptidos, azucares, acidos nucleicos, y los
iones inorganicos) aportan un criterio de integridad de las biomoléculas.
Como es sabido, la electroforesis es una metodologia que permite la
separacion de moléculas y particulas, en solucion, debido a la influencia de un
campo eléctrico. Esta técnica es frecuentemente utilizada para separar
moléculas o fragmentos de moléculas de acidos nucleicos. Los soportes
usuales en la separacién de dacidos nucleicos son polimeros como la
poliacrilamida o |la agarosa.

La separacion del ARN se basa en el aprovechamiento de la carga negativa del
esqueleto de fosfato de la biomolécula. De acuerdo con la concentracion del
gel, el rango de separacion lineal variara. Se recomienda entre 1y 1.2% para
maximizar el poder de resolucién del gel, asi como su manejo, porque a esta
concentracion su consistencia no es fragil.

Anteriormente se ha hablado del ARN, sus caracteristicas principales, los tipos
y las funciones que cada uno de ellos tiene. En razdn a esto se sabe que el ARN
ribosomal ARNr) es el mas abundante en la célula y que esta asociado a
proteinas especificas, forma parte de los ribosomas.

Los ribosomas constan de dos componentes principales; las subunidades
grandes y pequenas. La mayor de los dos se conoce como la subunidad 60S y
el mas pequefio se conoce como la subunidad 40S.

En la extraccidon de ARN, las 80 proteinas ribosdmicas se eliminan de los ARNr
qgue, a su vez, se purifican juntamente con las otras especies de ARN celular.
La eliminacion de las proteinas de las subunidades 60S y 40S produce los ARNr
28S y 18S, respectivamente. Los ARNr 5S y 5.8S, mucho mas pequeiios,
también componentes integrales de los ribosomas eucaridticos se liberan de
los ribosomas intactos al eliminar la proteina.??
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Los ARNr altamente abundantes pueden ser muy utiles como controles
internos a causa de su capacidad de actuar como marcadores de peso
molecular, indicar la integridad de la muestra mediante inspeccién visual y
proporcionar evidencia de que se ha cargado una masa equivalente de ARN
total en cada pozo.

Material y Equipo

e Camara de electroforesis

e Micropipetas p20, p200y p1000 pL
e Puntas nuevas para micropipetas

e Fuente de poder

e Papel cera

e Transiluminador

e Matraz Erlenmeyer de 125 mL

® Probeta de 1000 mL

e Frasco de 1 Litro para TBE

eTubos conicos de 0.5 mL

Reactivos

- Amortiguador TBE 10X

- Bromuro de Etidio, 5 pg/mL Promega®
- Buffer de carga 5X Promega®

- Marcador de peso molecular Promega®
-Agarosa grado biologia molecular

1. Enuna probeta medir 100 mL de TBE 10X y diluir en 900 mL agua con
dietilpirocarbonato (DEPC). Agitar y conservar para su posterior uso.

2. En un matraz Erlenmeyer de 125 mL pesar 1g de agarosa y adicionar
100 mL de la solucidn del paso anterior, agitar hasta disolver.

3. Calentar la solucidn con el fin de disolver por completo la agarosa en
el microondas durante aproximadamente un minuto y medio o

e
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calentar en placa de calentamiento, con agitacién, hasta que se
observe transparente.

. Enfriar minimo a 60 °Cy agregar 5 uL de Bromuro de etidio, agitar
hasta que la solucidn tome un color café claro uniforme, y verter en
el soporte del gel y colocar el peine de electroforesis (Fig.).

. Dejar que solidifique el gel, al menos 25 minutos. Mientras tanto,
preparar las muestras.

. Con base en la concentracion de las muestras, calcular la cantidad en
mL que contenga 5 pg de ARN.

Nota: El volumen maximo de muestra pura que se puede colocar en
el pozo es de 28 pL.

. En tubos conicos de 0.5 mL, identificados previamente, colocar la
cantidad calculada de acuerdo con el punto 6. Por cada 5 pL de
muestra, adicionar 1 plL de bufer de carga 5X Promega®(Fig. 1).

. Enun tubo identificado correctamente, adicionar 1 pL del bufer para
marcador de peso molecular y 3 pL del marcador, homogeneizar.
Nota: Si es necesario, centrifugar (spin) los tubos durante 2 a 3 s para
recoger toda la muestra en la parte inferior del tubo.

. Desmontar el soporte para gel y colocar este ultimo dentro de Ia
camara para electroforesis en la posicién adecuada llenar la misma
poco antes de la marca Madximo, con el bufer 1% del punto 1

10.Designar numeros a los pozos y poner las muestras identificadas.

Dejar un pozo entre la ultima muestra y el marcador de peso
molecular. Guardar el registro.

Fig. 1. Buffer de carga 5X. Fig. 2. Sistema de
electroforesis de ARN humano

66



11.Colocar la tapa de la camara, conectar los electrodos de acuerdo con
el codigo de colores, rojo-rojo y negro-negro. (Fig. 3)

12. Encender la fuente de poder, seleccionar 75 V. Conectar los
electrodos a la fuente de poder e iniciar el corrimiento
electroforético durante 50 minutos. (Fig. 4)

Nota: Es importante respetar el tiempo de corrimiento, el colorante
de rastreo (amarillo) debe recorrer maximo el 75% de la longitud

£

. : & s 3 :
Fg. 3.Corrimiento de gel de Fig. 4. Colorantes del buffer
electroforesis de ARN de carga.

13. Detener el corrimiento: Apagar la fuente de poder y después retirar
la tapa de la camara. Retirar el soporte con el gel, procurar retirar en
este momento el exceso de bufer (TBE). Colocar sobre una superficie
adsorbente.

14. Conectar el transilumindador FastGene® LED lluminator. A
continuacién, transferir el gel a este. (Fig.5) Encender el
transiluminador y visualizar el gel. (Fig. 6)

Nota: Realizar la transferencia del gel con cuidado para evitar que
este se dafie.
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Fig. 5. Colocacidn del gel de Fig. 6. Al centro, bandas de

electroforesis en el ARN ribosomal: subunidades
transiluminador FastGene® 28sy 18s. A los costados
marcadores de peso
molecular
Resultados

v Obtener una imagen de la electroforesis de las muestras de ARN.
v/ Comparar las bandas de cada carril y establecer que es cada banda.
v Realizar un andlisis de resultados.

Cuestionario

1. é¢Qué otros polimeros se usan para preparar geles de electroforesis de
acidos nucleicos? éPor qué?

¢Cual es la funcién de cada componente del TBE?

¢Qué otra sustancia puede usarse en sustitucion de este?

Mencione tres desnaturalizantes usuales en la electroforesis de ARN
Mencione otras sustancias que se usen en la tincion de geles de agarosa.

vk wn
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