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RESUMEN

Se describen las modificaciones introducidas al método de "un solo paso”
y su aplicacién para aislar ARN de hipéfisis humana y de rata, como
también de cultivos de linfocitos T de timo de rata, con recuperaciones
comparables a las del método cldsico de ultracentrifugacién. El método
modificado aqui descrito, es simple, de facil aplicacién y apropiado
para establecer niveles de 4cido ribonucleico mensajero.

ABSTRACT

The modifications introduced to the "single-step” method are described.
The utilization in the isolation of RNA from human and rat hypophysis
and rat thymus T-lymphocytes cultures is discussed, The RNA yields
were similar to those obtained by the clasic ultracentrifugation method.
The present method is simple, easy and suitable to establish mRNA
levels.

INTRODUCCION

Para comprender los aspectos que regulan la expresién genética se re-
quiere conocer la estrugtura y cantidad de ARN producido por un gen en
particular. El ARN aislado intacto y en forma pura, permite obtener ARN
mensajero para ser empleado en andlisis de transferencia (Northern blot)
y en transcripcion reversa seguida de reaccién en cadena de polimerasa
(RT-PCR). Con este objetivo se han desarrollado varios procedimientos
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que aunque confiables, en su mayorfa involucran la ultracentrifugacion
(1). El método de "Un solo Paso" originalmente descrito por Chomczynski
y Sacchi (2) permite aislar ARN de manera més simple y rdpida, aunque
se le atribuyen dificultades en la recuperacién. En este trabajo se descri-
ben las modificaciones introducidas a dicho método y su aplicacién en la
extraccion de ARN total y ARN mensajero de hip6fisis humana y de rata,
como también de cultivos de linfocitos T aislados de timo de rata. Los
resultados obtenidos resultaron comparablemente iguales a los hallados
utilizando el método clasico de ultracentrifugacién en gradiente de CsCl.

MATERIALES Y METODOS

Técnicas generales utilizadas.

Todo el material de vidrio, plastico, soportes cromatogréficos, agua y
reactivos empleados se trataron durante 12 hrs con DEPC (dietilpirocarbo-
nato) al 0,1% y luego se esterilizaron (3). Las operaciones que requerian
condiciones estériles se realizaron en cabina de flujo laminar horizontal.
Los espectros de ultravioleta se tomaron en un espectrofotometro Hewlett-
Packard Diode Array 8451 A. Las homogenizaciones se realizaron en un
homogenizador Erbertbash Corporation, en tubos de 4 ml.

Material de experimentacién.

a) Hipdfisis humanas.- Se procesaron glandulas obtenidas en autopsias
efectuadas en el Instituto de Medicina Legal, Seccion de Patologia en
Santa Fe de Bogoté. El donante, sin importar sexo ni edad, no debia haber
presentado cuadro clinico de enfermedades infectocontagiosas y tener
como méximo seis horas de fallecido.

b) Hipdfisis de rata.- Se extrajeron de ochenta ratas macho Fisher 344 de
peso ca. 250 g, siguiendo la metodologia previamente descrita (4).

c) Obtencién de linfocitos T.- Del timo de rata (macho, ocho semanas)
se obtuvieron linfocitos por gradiente en Ficoll-Paque (5). La interfase
que contenia los linfocitos se lavé con buffer Hepes (0,01 M), se suspen-
di6 en medio de cuitivo RPMI 1640 y se incubd a 37°C por una hora en
cajas de poliestireno con el fin de separar los linfocitos T de las células
adherentes (linfocitos B).

d) Cultivo de Linfocitos.- La poblacién de células T (1x107, pureza 97
%) se cultivé en medio RPMI 1640 durante 144 horas a 37°C en atmésfe-
ra normal y en presencia de fitohemaglutinina (PHA) (5,0 pg/ml), Penici-
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lina (100 U/ml), Estreptomicina (100 pg/ml) y suero fetal bovino al 10%.
El recuento de células se hizo en una cdmara de Newbauer y la viabilidad
establecida mediante el método de exclusién con Tripdn Azul fue siempre
superior a 95% (5).

Extraccion de Acido ribonucleico.

Se empled el método de Chomczynski y Sacchi (2) con las siguientes
modificaciones. Las hipéfisis (0,10 g) o las células T (107) se homogeni-
zaron en | ml de solucién D1 (tiocianato de guanidina 4 M; citrato de
sodio 25 mM pH 7,0; sarcosil 0,25 % y PB-mercaptoetanol 0,1 M). El
homogenizado se mezcld con acetato de sodio 2 M, pH 4 (0,1 ml) agre-
gando a continuacién solucidn saturada de fenol en agua (I ml) y la
mezcla extractora cloroformo:alcohol isoamilico (49:1) (0,4 ml). Se mez-
clé por inversion y se centrifugd a 10.000 x g durante 20 min a 4°C. EI
ARN solubilizado en la fase acuosa se precipité con isopropanol, se
redisolvid en solucién D1 (1,5 ml) y se reprecipité con el mismo alcohol,
Se lavé con etanol al 75% (2 x 0,1 ml), se dejé secar en corriente de aire
estéril y una vez seco se disolvié en agua DEPC. La concentracién se
determiné mediante lectura de absorbancia a 260nm y la pureza por la
relacién de absorbancias a 260/280 nm. Con el fin de hacer una compara-
cion con el método de extracciéon de ARN utilizando ultracentrifugacion
en gradiente de densidad, se extrajo una muestra de hipéfisis de rata de
acuerdo con las condiciones establecidas en un trabajo previo (6).

Purificacién de #cido ribonucleico mensajero.

La separacion de ARN mensajero se hizo por cromatografia de afinidad
sobre Oligo (dT) Celulosa (Pharmacia, Tipo 7) (3), en buffer Tris 0,1 M,
pH 7,5 conteniendo EDTA 0,05 M y NaCl 0,5 M. La desorcién del ARN
poli (A) + se hizo con en mismo buffer sin NaCl. La pureza y recupera-
cién del ARN mensajero se evalué como se indicé previamente para el
ARN total.

Deteccidn y cuantificacién de hormona de crecimiento de rata (rGH).

La sintesis in vitro de rGH por parte de los linfocitos(7) y su secrecién al
medio de cultivo, se evalué mediante radioinmunoanélisis (RIA) especifi-
co (8). Los reactivos fueron obtenidos del National Hormone and Pituitary
Program (NIDDK), Bethesda, MD, USA. Como segundo antisuero se
empleé anti-IgG de mico en conejo obtenido en un trabajo previo (9).



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, BOGOTA (COLOMBIA), VOLUMEN 25, Nos. 1 - 2 DE 1996

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién de 4dcido ribonucleico total.

La mayor dificultad que presenta el método original de "un solo paso" es
la separaci6n de las fases fenol-agua, pues atin después de la centrifugacién,
persiste la emulsién en la interfase, donde la definicién de las dos capas
es difusa, lo que dificulta la separacién y ocasiona bajos porcentajes de
recuperacién. Para romper la emulsién formada, se opté por modificar la
constante dieléctrica de la disolucién variando la proporcién de detergen-
te en el buffer de homogenizaci6én para lo cual se redujo la concentracion
de sarcosil en un 50% y se incrementé en 100% el volumen de la mezcla
de solventes cloroformo-alcohol iso-amilico.

Tabla 1. Comparacién de los métodos de extraccion de ARN total de
hip6fisis de rata.

Ultracentrifugacién’ Un Solo Paso’
Peso Muestra (mg) 256,00 81,20
Tiempo Proceso (h) 15,00 3,00
A 260/280 2,00 1,96
ARN total (pg) 133,9 + 10,1 42,4+ 5.3
ARN/g Tejido(pg/g)l 523,00 522,00

'Los valores son el promedio de 3 determinaciones.

En la tabla | se muestran los resultados obtenidos finalmente en el
aislamiento del ARN total a partir de hip6fisis de rata, usando el método
de ultracentrifugacién y el de "un solo paso" con las modificaciones
discutidas. Como se observa, las recuperaciones conseguidas (ARN/g de
tejido) y la pureza del producto final (A 260/280) son comparativamente
iguales lo que indica la reproducibilidad del método y que el ARN aislado
esta libre de ADN, de ribonucleasas activas y de otras proteinas.
Adicionalmente, el método descrito requiere de menos cantidad de mues-
tra y menor tiempo de ejecucion, siendo por ello muy atil cuando hay
multiples muestras o cuando la cantidad disponible de la misma es un
factor limitante, como se puede constatar con los resultados de los experi-
mentos realizados con los tejidos y cultivos de linfocitos en presencia de
fitohemaglutinina como agente mitogénico (ver tabla 2).
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Obtencién de dcido ribonucleico mensajero.

En la figura | se muestra un cromatograma tipico de la separacién de
ARN mensajero por medio de cromatografia de afinidad con
oligo(dT)celulosa. La elucién de la fraccién retenida se logré disminu-
yendo la fuerza idénica del buffer (de 0,5 M a 0 M de NaCl). En la tabla 2
se indican los resultados encontrados para los tejidos y las células culti-
vadas. '

Como se puede deducir de la tabla 2, los valores de poli (A)* obtenidos
son comparativamente altos, si se tiene en cuenta que normalmente las
recuperaciones esperadas son del 1% (3). Lo anterior confirma que las
condiciones aqui empleadas permitieron obtener un 4cido ribonucleico
libre de ribonucleasas. Por otro lado, el método modificado de "un solo
paso” resulté adecuado en la definicidn de las mejores condiciones para
estimular la sintesis /n vitro de hormona de crecimiento (rGH) por los
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Figura 1. Cromatografia de afinidad sobre oligo(dT)celulosa para separar el ARN mensajero:
De hipofisis humana (trazado discontinuo) y de rata (trazado continuo). Se muestra la separa-
cibn de la fraccidn retenida que corresponde a la forma Poli(A)+.

(1]
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Tabla 2. Recuperacién de ARN total y mensajero en tejidos y células
animales por el método modificado de "Un solo Paso".

MATERIAL ARN Total ARN mensajero r G H

(ng) (ng) (%) (ng)
1. Tejido
Hipdéfisis humana' 91,2+3,7 4.0+0,2 4.4
Hipofisis de rata? 42.4+5.3 3,7¢0,5 8,7

2. Células animales’

Linfocitos (t=0 h) 37,2%1,5 1,4+0,1 3,8
Linfocitos (t=144 h.) 297,3%10,1 9,5+1,7 3,2 67,8+3,7

'Promedio de 10 determinaciones = Desviacion estandar

?Promedio de 3 determinaciones = Desviacion estdndar.

' Promedio de 10 determinaciones + Desviacion estandar,
107 células iniciales con 5,0 ug PHA.

cultivos linfocitarios de rata estimulados con cantidades variables del
mitégeno fitohemaglutinina, lograndose procesar varias muestras en un
periodo de tiempo relativamente corto.
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