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RESUMEN

La extraccion y purificacion de acido ribonucleico (ARN) es una préactica indispensable en los
laboratorios de biologia molecular (BM). En el campo de la hematologia el ARN se utiliza en la
técnica de reverso transcripcion (RT) para sintetizar acido desoxirribonucleico complementario
(ADNCc), necesario para la reaccion en cadena de la polimerasa. La finalidad de estos
procedimientos es la amplificacion de genes quimericos expresados en el momento del estudio.
La introduccién de nuevas tecnologias que evaltan la cantidad y calidad del ARN a utilizar,
permite determinar de una manera mas objetiva la funcionalidad del mismo para nuestros
estudios. Se evaluaron 217 muestras de aspirado medular en el laboratorio de BM del Instituto de
Hematologia e Inmunologia en el periodo comprendido entre febrero y diciembre del 2016. La
cuantificacion se realizo en un espectrofotometro de volumen multiple. Los datos se procesaron
con el software Gen5TM. Se realiz6 lectura de densidad éptica a 260 y 280 nm, para medir
acidos nucleicos y proteinas respectivamente. La integridad del ARN se analiz6 mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa. La concentracion media del ARN extraido fue de
294.9ng/pL y la pureza media de las muestras fue de 2.2.En el 94 % de los casos, el patron
electroforético(PE) de ARN se interpretd6 como adecuado para proceder a la RT. Sin embargo, las
10 muestras que presentaron una electroforesis no Optima, a pesar de poseer una baja
concentracion (media de 28.3 ng/uL), tenian una pureza media de 2.18,por lo que no fueron
desechadas sino que basandonos en esta caracteristica se logro obtener ADNc de manera
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satisfactoria en 9 de ellas y asi completar el estudio en el 98.2 % de los pacientes. Con este
trabajo se demuestra que la evaluacion cuantitativa de la concentracion y pureza del ARN es mas

objetiva para determinar la funcionalidad del mismo.
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INTRODUCCION

La extraccion y purificacion de acido ribonucleico (ARN) es una préctica indispensable en los
laboratorios de biologia molecular. En el campo de la hematologia, el ARN se utiliza en la
técnica de reverso transcripcion (RT) para sintetizar acido desoxirribonucleico complementario
(ADNCc), necesario para la reaccion en cadena de la polimerasa. La finalidad de estos

procedimientos es la amplificacion de genes quiméricos expresados en el momento del estudio.

El ARN es un material susceptible a la degradacién debido a la accion de las enzimas RNAsas.
Por esta razon, requiere de una adecuada toma de muestra, condiciones de frio durante la
manipulacion, conservacion y trabajo de meseta con el objetivo de inhibir la degradacion

enzimatica. !

La introduccién de nuevas tecnologias que evalGan la cantidad y calidad del ARN a utilizar,

constituye un paso de avance en el desarrollo de nuestro laboratorio.

El control de calidad de muestras de ARN se lleva a cabo por diferentes técnicas que aportan
informacion sobre la concentracién de las muestras, pureza, integridad y funcionalidad,

garantizando en todo momento la trazabilidad de las mismas.?

Mediante la espectrofotometria se puede determinar la concentracion y la pureza de una muestra
de &cidos nucleicos basandose en la capacidad de absorbancia de un compuesto presente en una

solucién a una longitud de onda determinada.*

.
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En el caso del ARN la relacion de absorbancias A260/280 con un valor entre 2.0-2.2 se considera
indicativa de un ARN de pureza optima. Valores A260/280 > 1.7 se corresponden a una muestra
de ARN con una pureza aceptable. Un ratio A260/280 < 1.7 seria indicativo de contaminacion

por la presencia de compuestos aromaticos. °

La relacion A260/230 en una muestra de ARN se corresponde a un valor de 2 o ligeramente
superior. Sin embargo, no existe una opinién consensuada sobre el valor minimo en la relacion
A260/230 que una muestra debe tener para ser considerada funcional. En general se considera
que el ARN es aceptable si A260/230 es > 1.5.°

Por otra parte, la electroforesis en gel de agarosa permite la valoracion de la integridad de la
muestra. La interpretacion de la electroforesis se basa en determinar la presencia de dos bandas
correspondientes a las subunidades mayor y menor del ARN ribosomal. Cuando estas dos bandas
estdn bien definidas e intensas se plantea que el ARN extraido se encuentra en éptimas
condiciones para el siguiente paso de la RT. El nivel de degradacion de una muestra esta
determinado por la pérdida de definicion e intensidad estas bandas o el acompafiamiento de una
estela 0 smear a lo largo del gel, esta interpretacién puede ser muy variable al estar influenciado

en gran medida por la apreciacion individual del investigador que realiza el estudio. *

El hecho de que una muestra de ARN en electroforesis de agarosa no se observe con las bandas
definidas no significa que dicha muestra no sea funcional o presente una integridad suficiente

para poder ser utilizada.
OBJETIVO

Determinar si la interpretacion cuantitativa de concentracion y pureza del ARN extraido es mas
objetiva que el andlisis de la electroforesis en gel de agarosa, para evaluar la funcionalidad del

ARN en nuestros estudios moleculares.
MATERIAL Y METODOS

Se evaluaron 217 muestras de aspirado medular en el laboratorio de biologia molecular del

Instituto de Hematologia e Inmunologia en el periodo comprendido entre febrero y diciembre del
3
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2016. EI volumen del aspirado varié entre 3 y 8 mL y se obtuvo por puncion medular en
pacientes con diferentes entidades hematoldgicas que requirieron de los estudios moleculares

para definir el diagndstico.

La extraccion y purificacion de ARN se realizd con los KITs de extraccion automatizada o por el
método de PAXgene.

La cuantificacion se realiz6 en un espectrofotometro de volumen mdaltiple. Los datos se
procesaron con el software Gen5TM. Se realizd lectura de densidad Optica a 260 y 280 nm, para
medir &cidos nucleicos y proteinas respectivamente. El estimado de pureza que brinda el equipo
da informacion acerca de la presencia de proteinas, lo cual es util para conocer la eficiencia del

proceso de extraccion.

Por otra parte la integridad del ARN se analizd mediante electroforesis horizontal en gel de

agarosa al 2 % con bromuro de etidio como marcador de fluorescencia.
RESULTADOS

La concentracion media del ARN extraido fue de 294.9 ng/uL y la pureza media de las muestras
fue de 2.2.

De las 217 muestras analizadas el 94% de ellas (204) mostraron un patron electroforético (PE) de
ARN adecuado, en correspondencia con una adecuada concentracion y pureza para proceder a la
RT.

Trece muestras no cumplias con el PE establecido para la RT. Tres fueron totalmente descartadas
al tener muy baja concentracion y pureza del ARN extraido. Sin embargo, las otras 10 muestras
que presentaron un PE de degradacion del ARN, a pesar de poseer una baja concentracion (media
de 28.3 ng/uL), tenian una pureza media de 2.18, por lo que no fueron desechadas, sino que
basadndonos en esta caracteristica se logré obtener ADNc de manera satisfactoria en 9 de ellas y
asi completar el estudio en el 98.2 % de los pacientes.
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CONCLUSIONES h

Con este trabajo se demuestra que la evaluacion cuantitativa de la concentracion y pureza del
ARN, con las nuevas tecnologias que se disponen en el laboratorio, es mas objetiva para
determinar la funcionalidad del mismo. Lo que supone un mayor aprovechamiento de la muestra

bioldgica y una validacion mas objetiva del proceso de extraccion de ARN.
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