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Resumen

La ingenieria de tejidos representa un avance significativo en la practica médica actual, en
especial los sistemas de implantes que han permitido reparar, reemplazar y recuperar tejidos
dafiados. En esta disciplina, la relacion entre el componente celular y los sistemas de
andamiaje que lo sustentan resulta fundamental. Por este motivo es necesario ganar
informacién sobre la influencia que tiene la interaccion célula-biomaterial sobre la expresién

génica.

Las matrices poliméricas pueden estar conformadas por distintos biomateriales que le
otorgaran propiedades y funciones especificas. Sin embargo, estos componentes suponen
una interferencia sustancial en los procesos de aislamiento de ARN convencionales. Esta
interferencia ha sido detectada en un Sistema de Implante Integrado (SII) constituido por
gelatina-quitosano-acido hialurénico que se esta usando en ensayos clinicos. Por este motivo
es que se plante6 como objetivo de esta tesis establecer un protocolo que permita una
extraccién de ARN de calidad desde el Sll. Con este fin se efectué un analisis comparativo
entre cuatro métodos de extraccion de ARN, que fueron TRIzol®, CTAB, TRIzol® mas
purificacién con solvente extendido y aplicando DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®) modificado.
La calidad del ARN recuperado se evalué por indicaciones espectroscopicas de pureza y
rendimiento y por su competencia para ser retro- transcrito y permitir la amplificacién del gen
constitutivo GAPDH. El método comercial de Qiagen® modificado resulté eficaz para producir
ARN de alta pureza y funcionalidad en la amplificacion de GAPDH. Ademas se estableci6 la
densidad y tiempo de cultivo para las células en el Sl para recuperar el ARN de calidad
apropiada. Esta investigacién aporta una metodologia que permitiria estudiar la expresion
génica de células incluidas en el Sll, lo que servira de fundamento para generar nuevas

innovaciones en materia de ingenieria de tejidos.
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RNA extraction from cells cultured in a polymeric scaffold

Abstract

Tissue Engineering represents a significant advance to the current medical practice,
especially the implant systems which allowed repairing, replacing and recovering damaged
tissues. In this discipline, the relationship between the cellular component and the scaffold
component that supports it is fundamental. For this reason it is needed to gain information

about the influence that the relationship cell-biomaterial causes on gene expression.

Polymeric scaffolds can be constituted by several biomaterials which will provide them
specific properties and functions. However, these components give raise to substantial
interference with conventional processes of RNA isolation. This interference has been
reported for an Integrated Implant System (lIS) made of gelatin-kitosan-hyaluronic acid,
used in clinical trials. For this reason, it was proposed as the aim for this thesis was to
establish a protocol to allow a good quality RNA extraction from IIS. To do this, a
comparative analysis was performed among four extraction methods: TRIzol®, CTAB,
TRIzol® with extended solvent purification and a modified commercial kit Plant Mini Kit (
Qiagen®). The quality of the recovered RNA was determined spectroscopically for purity
and yield and by its capacity for retro transcription and amplification of the constitutive
GAPDH gene. The commercial modified Qiagen method was effective to yield high purity
and functional ARN for GAPDH amplification. In addition, the cell density and time of
culture within IIS to recover RNA of proper quality was established. This research
contributes with a method that will allow studying gene expression of cells incorporated
within the IIS, which will serve as the basis to generate novel innovations in tissue

engineering.



I. Introduccién

En 1869 el cientifico Frierich Miescher logré aislar por primera vez lo que hoy se
conoce como &cidos nucleicos. Este cientifico estudiaba la composicién quimica de los
leucocitos y describid, gracias a sus experimentos, que las propiedades de la sustancia,
rica en fosfatos, sin azufre y resistente a proteasas, no correspondian ni a proteinas ni a
lipidos. Esta sustancia era aislada en primera instancia desde los nucleos de los
leucocitos y después de esperma de salmén mediante una técnica bastante rudimentaria.
Para llevar a cabo esta extraccién, Miescher, al no disponer de refrigeracion, debia
empezar a trabajar desde las 5 de la mafiana para asegurarse que los reactivos
estuviesen lo suficientemente frios para lograr precipitar esta sustancia y debia preparar
su propio extracto de proteasas a partir del estbmago de cerdos recién sacrificados
(Figura 1). Esta sustancia fue llamada por primera vez “nucleina”, pero después Richard

Altmann logré identificar su naturaleza acidica y cambié su nombre a “acidos nucleicos”?.

5-15 ml e sangre venosa anticoagulada con EDTA
(estable hasta 24 horas a temperatura ambiente,
2 dias a 4°C y varios afios a -25°C)

. Lisis (detergentes), lavados
@ * Extraccion, purificacion
DNA genémico

Figura 1. Aislamiento de &cidos nucleicos a partir de leucocitos utilizado por Miescher. El
método ilustrado consiste en lisar las células con detergente, digerir las proteinas mediantes
proteasas extraidas del estbmago de cerdos recién sacrificados, purificaciéon del ADN mediante la
extraccion cloroférmica de las proteinas y precipitacion de ADN con etanol (Adaptado de Oliva R et
al. 2004) .



En la década de 1920 Phoebus Levene, en sus estudios de la estructura y funcién
de los acidos nucleicos, logré determinar la existencia de ADN y ARN, ademas de que el
ADN est4 formado por 4 bases nitrogenadas: timina y citosina (pirimidinas), y guanina y
adenina (purinas); un azucar (desoxirribosa) y un grupo fosfato. Descubrié que la unidad
basica de los acidos nucleicos estaba conformada por un fosfato, un azlcar y una base
nitrogenada que llamé nucleodtido, en el caso del ADN el azlcar era una desoxirribosa y
en el ARN una ribosa. También postulé errdneamente que los cromosomas de vegetales
estaban compuestos por ARN y los cromosomas animales estaban formados por ADN.
Este fue el comienzo para conocer la diferencia quimica y funcional del ARN con respecto

al ADN3.

Los esfuerzos de la comunidad cientifica permitieron que a mitad del siglo XX se
reconociera al ADN como la molécula que contenia la informacién hereditaria de la célula,
sin embargo, no se sabia como el ADN dirigia la expresién de las proteinas, o qué papel
tenia el ARN en estos procesos. Esta interrogante empezaria a ser dilucidada en 1955
cuando el bioquimico espafiol Severo Ochoa y Marianne Grumberg-Manago descubren la
polinucleétido fosforilasa, que sirvid para sintetizar oligorribonucleétidos con los que
autores como Marshall Nirenberg y Heinrich Matthaei llevarian a cabo experimentos
cruciales para descifrar el codigo genético. Entre los primeros logros del equipo de
Nirenberg se encuentra la sintesis de ARN, utilizando la enzima polinucleétido fosforilasa,
mediante el uso de un Unico nucledtido llamado uracilo presente sélo en el ARN. Gracias
a esta sintesis de ARN solo con uracilo se pudo realizar el experimento que descifra el
cddigo genético de la fenilalanina: UUU y demuestra que rol cumple el ARN en la sintesis
de proteinas. Este fue el primer paso para descifrar el cdédigo genético y el papel que

cumple el ARN en su expresion®.



El avance impulsado por los nuevos descubrimientos y la disponibilidad de una serie
de adelantos técnicos que permitirian abordar nuevos y mas complejos trabajos fue
vertiginoso a finales del siglo pasado. Por citar s6lo unos pocos, se desarrollaron nuevas
técnicas de microscopia Optica, asi como la electrénica, y aparecen la ultracentrifugacion,
las técnicas espectroscdépicas y la resonancia magnética nuclear. Todos estos adelantos
permitieron grandes descubrimientos a nivel mundial como: el primer ratén transgénico en
1980 y la comercializacién en 1981 de una insulina obtenida por expresién en E. coli del

gen humano recombinante: la humulina, entre otros®.

A medida que mas se desentrafiaban los misterios del ADN, mas interés surgia en
el ARN. Se tenia conocimiento que éste acido nucleico estaba conformado por una
inestable cadena de ribonucleétidos, que contenia la base pirimidinica uracilo en vez de
timina, que existia el ARN mensajero y el ARN de transferencia y se intuia la funcién de
cada uno. También se habian logrado identificar algunas secuencias de ARN de algunos
microorganismos, como lo hizo Robert W. Holley en 1965 con el ARN de transferencia de
una levadura. Todas estas investigaciones hicieron surgir la necesidad de obtener
extracciones de acidos nucleicos cada vez mas eficientes, sobre todo de ARN, debido a la
inestabilidad de la molécula en comparaciéon con el ADN. Atras habian quedado los dias
de 1869 en donde Miescher utilizaba detergente para romper la membrana celular.
Habian pasado 100 afios y el método mas utilizado ahora era el uso de cloruro de
guanidinio que habfa demostrado mayor eficiencia que el método de extraccién con fenol®.
Sin embargo, la necesidad de mejorar aiun mas el proceso llevé en 1979 a Chirgwin et al.
a buscar nuevas estrategias experimentales. Su investigacion los condujo a utilizar
tiocianato de guanidinio para aislar ARN proveniente de tejido de pancreas obteniendo

muy buenos resultados. Pero no es hasta 1982 cuando Chomgzynski y Sacchi



revolucionan los métodos de extraccion al lograr disefiar un protocolo que se ocuparia
hasta la actualidad. Este consiste en utilizar un reactivo (TRIzol®) que contiene: fenol,
tiocianato de guanidinio, tiocianato de amonio, hidroxiquinina (inhibidor de ARNasas), y
glicerol, como agente caotropico y una mezcla de extracciéon conformada por fenol-
cloroformo en condiciones &cidas para purificar la muestra. Este protocolo es uno de los
mas utilizados para extraer ARN de cultivos celulares y tejido animal y consiste en: utilizar
el reactivo Trizol para lisar las células, purificar el ARN mediante una extraccion liquido-
liguido, lavar el mismo con alcohol (etanol y/o isopropanol) y resuspenderlo en agua libre

de nucleasas’.

Sin embargo el método de TRIzol®, si bien efectivo, es un protocolo que requiere de
mucho tiempo para su ejecucion y se deben utilizar varios reactivos para llevarlo a cabo.
Es por eso que en 1990 Qiagen® desarrolla un protocolo basado en una extracciéon por
columna que consta de 4 etapas: lisar las células mediante un buffer caotrépico, unién
ionica del ARN a una columna de silice mediante la utilizacién de un buffer de unién con
una concentracion de sales adecuada y a pH levemente acido, lavar la columna mediante
un buffer de lavado que contiene etanol y elusién del ARN mediante buffer de elusion o
agua libre de nucleasas®. Este protocolo tiene la ventaja de ser bastante rapido de realizar
y su presentacidn es en un kit que incluye todo lo necesario para una extraccion de ARN

de alta calidad.

En general ambos protocolos permiten obtener ARN de gran pureza y concentracion
y realizar ensayos de biologia molecular sin interferencias, para la mayoria de los tipos de
muestra como tejido animal y cultivos celulares en monocapa. Sin embargo, la extraccion
de acidos nucleicos de tejido vegetal producia material de baja pureza y rendimiento. El

problema que presentaba la extraccién a partir tejido vegetal tenia relacion con las



caracteristicas estructurales de sus células. Estas estan rodeadas por una pared celular
rigida formada por celulosa y pectinas, entre otros, que constituye el andamiaje de la
morfologia y estructura del tejido de planta. El primer reto para aislar ARN de tejido
vegetal fue romper esta pared celular para tener acceso al contenido intracelular y por eso
se afiadié un paso previo a los protocolos de extraccion, que fue congelar el tejido vegetal
con nitrégeno liquido, para mantener inactivas las ribonucleasas y pulverizarlo para

romper la pared celular®*°.

Si bien este paso previo incorporado en los protocolos
tradicionales mejoré los resultados de extraccion de ARN aislado desde tejido vegetal, su
calidad no era comparable el ARN extraido desde cultivos celulares o tejido animal. Esto
tenia una explicacién quimica. En general el tejido de planta contiene una gran cantidad
de polisacaridos que pueden tener propiedades quimicas similares a los &cidos nucleicos,
formando complejos con éstos y alterando la calidad y rendimiento de la extraccion. La
contaminacioén por polisacaridos ademas dificulta la resuspension de ARN, en la medicion
espectrofotométrica e interfiere en la actividad enzimatica, que puede ser requerida en
ensayos posteriores, por ejemplo, si se quiere realizar una retrotranscripcién. El conocer
las causas de la interferencia, permitié disefiar protocolos especificos basados en otros
reactivos para extraer acidos nucleicos desde tejido de planta. Entre estos,se encuentra el
método de extraccién CTAB disefiado por Murray y Thompson y publicado posteriormente
por Wagner y cols en 1987. Este protocolo se basa en utilizar un buffer a base de bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB) como tensoactivo catidnico y una solucién extractiva de
cloroformo:octanol (24:1) obteniendo resultados de buena calidad en células

vegetales™®*3.

En general los cientificos han logrado enfrentar satisfactoriamente los problemas

técnicos que presentan extraer ARN de muestras vegetales haciendo puntuales
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modificaciones a los protocolos segun las caracteristicas del tejido. Sin embargo, en
cultivos tridimensionales creados para regenerar tejidos, existe un desafio en cuanto a la
recuperacion de acidos nucleicos en calidad y cantidad suficientes desde matrices

artificiales con alto contenido de polisacaridos.

La reconstitucion de tejidos y 6rganos, aplica los conocimientos desarrollados en

biologia celular y molecular, y sustenta una disciplina emergente, la Ingenieria de Tejidos.

Ante una lesion tisular, dependiendo del nivel de dafio y del érgano afectado, el
organismo puede responder con dos fenémenos: la regeneracion tisular, que
corresponde a la restitucion de los tejidos dafiados, y la reparacion tisular que
corresponde a la cicatrizacién de los tejidos a través del reemplazo de éste por otro que

no restaura totalmente la arquitectura ni la funcion del tejido original™*

. Bajo esta premisa,
la ingenieria tisular ha centrado su investigacion en el desarrollo de alternativas
terapéuticas previsibles como lo son los polimeros fabricados de distintos biomateriales,

gue pueden estimular la regeneracion de un tejido al ser utilizadas como injerto; a estos

polimeros se les denominan matrices o andamiajes.

Las matrices para ingeniera de tejidos pueden ser elaboradas a partir de una
variedad de materiales naturales tales como: fibronectina, fibrina, acido hialurénico,
quitosano y gelatina, o de materiales sintéticos como &cido polilactico (PLA), acido

1720 Estas sustancias

poliglicélico (PGA), acido lactico co-glicolico (PLGA), entre otros
pueden ser combinadas entre si para fabricar sistemas compuestos cuyas propiedades
sean las adecuadas para imitar las caracteristicas de soporte de la matriz extracelular, es

decir, constituir un andamiaje tridimensional que permita que las células viables puedan

proliferar y/o diferenciarse sin diseminarse hacia otros sitios y lograr asi la apropiada
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regeneracion de los tejidos™**?!. Un ejemplo de esta clase de polimeros compuestos es
el Sistema de Implante Integrado (Sll), conformado por los siguientes biomateriales:
gelatina, quitosano y acido hialurénico en proporcién 7:2:1, al que se le adicionan células
inmersas en un gel de fibrina formado in situ. El sistema antes citado fue desarrollado por
investigadores del Centro de Biotecnologia de la Universidad Técnica Federico Santa
Maria, del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Farmacia y del Departamento
de Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso a través del
financiamiento de los proyectos FONDEF D02i1009 y D07i1075%.

Este sistema ha sido desarrollado como implante de piel para pacientes que
presentan pérdida su integridad por quemaduras de diverso grado, Ulceras,
amputaciones, heridas dérmicas por objetos corto-punzantes, entre otras aplicaciones. No
obstante, un dilema para seguir avanzando en la investigacion de estos novedosos
sistemas se halla en el desconocimiento de los procesos moleculares que se
desencadenan a nivel celular al momento de incorporarse a estas matrices'®. Esta
informacién permitiria ajustar los microambientes celulares en las matrices para ajustarlos
a un fin particular, por ejemplo, estimular la diferenciacion de células madre hacia un linaje
determinado®>®. Sin embargo, hay un problema que esti centrado en la composicion
quimica de las matrices poliméricas***>'°. Estos materiales interfieren en el proceso
extractivo de ARN, disminuyendo el rendimiento y las razones de pureza
espectrofotométrica obtenidas por métodos tradicionales de aislamiento como lo es el
protocolo basado en isotiocianato de guanidina TRIzol®, disefiado para utilizarse en
cultivos de células en monocapa. Esta situacion es un impedimento para aplicar técnicas
de biologia molecular para estudiar el comportamiento de las células cultivadas en el

implante antes sefialado.
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Una vez méas la necesidad de obtener ARN de alta calidad ha llevado a los
investigadores a observar el problema desde distintas perspectivas. La busqueda de la
respuesta a esta interrogante condujo a la comunidad cientifica a centrar su atencion
nuevamente en los tejidos de origen vegetal y en los protocolos utilizados para extraer
acidos nucleicos de éstos, ya que la principal problematica, como se ha mencionado
anteriormente, es el alto nivel de polisacaridos que contienen las paredes celulares™?,
caracteristica similar a la de algunos polimeros utilizados en ingenieria de tejidos. Esto
disminuye la calidad de extraccion por diferentes mecanismos, por ejemplo los grandes
fragmentos de polisacaridos pueden atrapar los acidos nucleicos al estar en contacto con
ellos vy arrastrarlos a la fase organica en los ciclos de extraccion por solvente,
disminuyendo la cantidad de ARN obtenido. Por otra parte, algunos fragmentos de
polisacaridos pueden disolverse en la fase acuosa, lo que supone una disminucion en la
pureza del ARN aislado®®. Por esto, cientificos como Wang y Stegemann analizaron los
métodos de extraccion de ARN de muestras vegetales utilizados por otros investigadores
y propusieron un método de aislamiento de ARN a base de un buffer de extraccion que
contiene bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) como tensoactivo catidnico, [-
mercaptoetanol como inhibidor de nucleasas, acido etildiaminotetraacético (EDTA) como
agente quelante, polivinilpirrolidona (PVP) como agente purificador de compuestos
arométicos, y una solucion de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) para la extraccion por
solvente, inspirado en el método desarrollado por Murray y Thompson*. Este buffer fue
aplicado en células madre humanas cultivadas en 3 hidrogeles: uno fabricado con
agarosa, otro con colageno tipo I y un hidrogel mixto, hecho con quitosano y colageno tipo
|, usando en todas estas condiciones una densidad celular de 10°-10"células/mL de gel®.

Para comparar la eficacia del método CTAB, los autores aplicaron a las matrices con

células los métodos de extraccion de ARN tradicionales: TRIzol®, Qiagen® y una
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combinacién de ambos protocolos. EI mismo dia del proceso, todas las matrices fueron
pulverizadas en nitrégeno liquido antes de realizar los protocolos de extraccion. Los
resultados obtenidos arrojaron una menor contaminacion de polisacaridos en el ARN
aislado (relacion de absorbancia 260/230 nm entre 1,30 y 1,55) y una mejora sustancial
del rendimiento de ARN obtenido con el método CTAB en comparaciéon con métodos
tradicionales, destacandose principalmente los resultados obtenidos del cultivo en
hidrogel mixto por poseer quitosano en su estructura, ya que este biomaterial posee una
dificultad adicional en los procesos extractivos al poseer grupos amino, que en un medio
acido se protonan formando complejos con los acidos nucleicos, lo que ocasiona su
precipitacién, y por ende, disminuye el rendimiento en el aislamiento de ARN®. La
soluciéon a esta problematica se reflej6 en el buen rendimiento obtenido por el método
propuesto por Wang y Stegemann y que se explica porque el buffer CTAB tiene un pH
béasico -a diferencia de los métodos tradicionales, en los que la extraccion se lleva a cabo
en un medio acido-, disminuyendo al minimo la formacién de complejos quitosano-acidos
nucleicos?®?*?*, Sin embargo, los resultados de pureza obtenidos por el protocolo CTAB
no fueron superiores a los conseguidos por una combinacion de kit comerciales, TRlazol®
+ Qiagen®?.

Claire Yu y colaboradores, 2 afios mas tarde, buscando mejorar la pureza del ARN
aislado, compararon distintos métodos de extraccion de ARN basados en combinaciones
de kit comerciales de aislamiento de ARN tradicionales, el método de aislamiento de
CTAB propuesto por Wang y Stegemann combinado con el kit comercial RNeasy®
(Qiagen®), probado con muestras pulverizadas en nitrdgeno liquido y con muestras
cortadas finamente en presencia de buffer CTAB, y un novedoso protocolo de extraccion
disefiado por ellos basado en el método TRIzol® con una extension de purificacion por

solvente con dos extracciones adicionales, utilizando fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
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(proporcion 25:24:1), que facilita la extraccion de ARN vy la eliminacién de ADN gendmico
al proporcionar un medio levemente acido, y cloroformo:alcohol isoamilico (en proporcién
49:1), que permite remover los contaminantes remanentes®*?*%°. Cabe destacar que los
métodos anteriormente mencionados se replicaron afiadiendo una digestién previa con
una solucién de 10mg/mL de la enzima lisozima, apelando a la degradacion de la matriz
por medio de enzimas digestivas, y aunque no arrojaron mayores ventajas, la propuesta
no debe descartarse, pues la eficiencia de la digestibn enzimatica depende en gran
medida de la naturaleza y composicién de la matriz y de la enzima utilizada. Estos
métodos fueron aplicados en muestras de células madre humanas cultivadas en
hidrogeles de quitosan-glicol N-metacrilado con una densidad de 10’células/mL de
hidrogel®®. En los resultados obtenidos destaca el método propuesto por los autores,
siendo el mas consistente en términos de pureza, rendimiento y amplificacion génica,
aunque también llama la atencién la pureza y rendimiento superior obtenidos mediante el
método de Wang y Stegemann con las muestras cortadas finamente en presencia de
buffer CTAB en comparacion con las muestras pulverizadas en presencia de nitrégeno

23,25

liquido

En general estos trabajos corresponden a los primeros cimientos concretos de un
campo por explorar, una fuente inusitada de conocimiento que puede ser de gran utilidad
para profundizar la comprension de los sistemas de implante para optimizarlos en su
funcién que es la recuperacién de la salud y la mejoria de la calidad de vida de los
pacientes afectados. Es por eso que en base a los antecedentes recientemente
expuestos, surge el interés por evaluar diferentes métodos para extraer ARN de alta

calidad y pureza desde células incorporadas al SllI.
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[l.Hipétesis
Lo métodos de extraccion modificados, por medio de la adicion de enzimas y/o solventes
organicos, ofrecen una mejoria en términos de rendimiento y pureza a los métodos

convencionales aplicados a células cultivadas en sistemas tridimensionales.
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[11.Objetivos

Objetivo general

Establecer un protocolo que permita una extraccion de ARN de calidad desde el Sistema

de Implante Integrado.

Obijetivos especificos

e Comparar la calidad del ARN purificado desde el Sistema de Implante Integrado por

diferentes métodos de aislamiento.

e Evaluar el efecto de la digestion enzimatica del Sistema de Implante Integrado sobre

la calidad de ARN aislado.

e Acreditar la calidad de las muestras extraidas mediante PCR en tiempo real.
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IV.Materiales y métodos

Cultivos celulares

IV1.1 Procesamiento de biopsia para obtencion de cultivo primario

Las células a utilizar provenian de biopsias de pacientes obtenidas con
fines clinicos - previo consentimiento informado en un proceso aprobado por el
Comité de Etica Institucional - y cuyo proceso de obtencion se explica brevemente a

continuacion:

La biopsia, que fue tomada por un profesional médico del area respectiva al
tejido de origen, presentd un espesor de entre 0,06 a 1 mm, y fue transportada en
un tubo de centrifuga con medio de cultivo AIMV (Invitrogen, New York, EEUU) en
cadena de frio a 4°C. Para su procesamiento se empleé un gabinete de
bioseguridad ESCO, donde se removio la grasa utilizando pinzas y bisturi, y se lavo
exhaustivamente con una soluciéon salina tamponada con fosfato 0,1 M a pH 7,4
(PBS, Invitrogen, New York, EEUU) suplementada con 1% de una solucion
penicilina 10000 Ul/mL y estreptomicina 1000 pg/mL (Invitrogen, Carlsbad CA,
EEUU). Luego del proceso de lavado, se incubé la biopsia en 1 mL de colagenasa
2mg/mL (Invitrogen, Carlsbad CA, EEUU) a 37°C con una atmdsfera humidificada al
5% de dioxido de carbono (Incubador Thermo) por 2 h. Concluido el tiempo de
incubacién enzimatica, se trituraron finamente los restos de biopsia y se afiadieron a
un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL estéril (Eppendorf, Germany). Se centrifugo
(Microcentrifuga Minispin®, Eppendorf) a 2000 g por 5 min a temperatura ambiente
y se descarté el sobrenadante. Tras la centrifugacion, se resuspendio el precipitado

en 1 mL de Medio Eagle Modifcado por Dulbecco (DMEM, Corning, New York,
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EEUU) suplementado con 10% de suero bovino fetal (Invitrogen, Carlsbad CA,
EEUU), con 1% de una solucién penicilina 10000 Ul/mL y estreptomicina 1000
pug/mL (Invitrogen, Carlsbad CA, EEUU) y glutamina 2 mM (Invitrogen, Carlsbad CA,
EEUU). La suspension se afiadié a un frasco de cultivo de 25 cm? (Life Sciences,
Korea) y se incubd a 37°C con una atmosfera humidificada al 5% de diéxido de
carbono (Incubador Thermo) por 24 h. Finalmente, se lavd el frasco de cultivo con
PBS y se agreg6é medio DMEM suplementado para posteriormente incubar en las
condiciones anteriormente sefialadas. Se utilizaron cultivos primarios obtenidos de

diferentes individuos y fueron empleados siempre entre el cuarto y sexto pasaje.

IV1.2 Tripsinizacion
Este proceso permiti6 el pasaje celular durante la mantencién de los

cultivos celulares y la recuperacion de células para efectuar los experimentos
propuestos. La tripsinizacion se desarroll6 al interior de un gabinete de bioseguridad
ESCO.

Se removi6 y descarté el medio de cultivo del frasco de cultivo de 75 cm?
(SPL Life Sciences, Gyeonggi-do, Korea) mediante una pipeta desechable estéril.
Se agregaron 4 mL de PBS suplementado para eliminar remanentes de medio de
cultivo y restos celulares, procurando abarcar toda la superficie de cultivo. Se
eliminé el PBS utilizando una pipeta desechable estéril. Se agregaron 4 mL de
tripsina-EDTA 0,25%( Gibco Invitrogen, EEUU) con micropipeta y luego se incub6 a
37°C por 5 min. Se observo en un microscopio (Lieder Microscope) si las células se
habian desprendido del frasco de cultivo, se aspir6 la suspensién resultante con una
pipeta desechable estéril y se traspasé a un tubo de centrifuga de 15 mL (Biologix,

Lenexa, EEUU). Se afiadieron 4 mL de DMEM suplementado al frasco de cultivo,
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para extraer cualquier posible célula que podria haber quedado, y este volumen se
traspaso6 al mismo tubo de centrifuga de 15 mL. Se centrifugd a 2000 g por 5 min a
25°C. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado en en 1 mL de

medio de cultivo.

IV1.3 Conteo celular

La suspension de células se mezcld en relacion 1:1 con el colorante azul de
Tripan (GIBCO,Invitrogen, EEUU). Se sembraron 10 pL de la suspensién celular con
azul de Tripan en la camara de Neubauer. A partir del recuento celular se determin6
la dilucién de la suspensién a preparar para sembrar 50.000, 250.000, 500.000 y

750.000 células en las matrices porosas correspondientes.
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Iv.2 Preparacion de la matriz porosa

La matriz porosa compuesta por gelatina, quitosano y &cido hialurénico (7:2:1) se
obtuvo del Centro de Biotecnologia de la Universidad Federico Santa Maria, Valparaiso,
Chile.

La preparacion de la matriz porosa se realiz6 al interior de un gabinete de
bioseguridad ESCO.

El polimero fue desinfectado en etanol 70% en una placa bacteriol6gica de 10 cm
didmetro (BD Biosciences, Durham, EEUU) por un periodo de una hora. Luego de la
desinfeccion, se sec6 en papel absorbente estéril y se trasladé a una nueva placa donde
se acondicioné con medio de cultivo DMEM suplementado durante 24 horas. La matriz
acondicionada fue cortada con un sacabocado para biopsias de 10 mm de diametro,
obteniendo circunferencias de polimero con un area aproximada de 0,8 cm?, las que

fueron secadas nuevamente con papel absorbente estéril, previo a la constitucion del Sll.
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V.3 Disefio experimental

Todos los procedimientos se realizaron al interior de un gabinete de bioseguridad

ESCO.

IV.3.1 Constitucion del Sll. Los polimeros se ubicaron en una placa de 24

pocillos (1 polimero por pocillo). Simultaneamente, a cada polimero se le
afadieron 50 puL de suspension celular en plasma, abarcando toda la superficie del
polimero, y esperando la absorcién por 2 min. Posteriormente se agregaron 25 pL
de una solucién de cloruro de calcio 30 mM vy cloruro de sodio 100mM, abarcando
toda la superficie del polimero y se incub6 a temperatura ambiente hasta confirmar

visualmente la formacion del coagulo.

IV.3.2 Incubacién del Sll. Una vez observada la formacion del coagulo los

Sistemas de Implantes Integrados constituidos fueron incubados en DMEM o en

proteinasa K segun correspondia al disefio experimental.

IV.3.2.1 Sl Incubados en DMEM.. Se les agregdé 1mL de medio de
cultivo DMEM vy se dejaron incubar a 37°C con una atmosfera
humidificada al 5% de diéxido de carbono por 3, 5 o 7 dias dependiendo
de las condiciones propuestas. EI medio de cultivo fue cambiado

diariamente afadiendo la misma cantidad antes mencionada.

IV.3.2.2 SlI Incubados en Proteinasa K. se les agregé 1 mL de

solucién enzimética de proteinasa K (Promega, Madison EEUU) 1mg/mL
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preparada en Tris- HCl a pH 8,0 y se dejé incubar a 37°C por 3,507

dias dependiendo de las condiciones propuestas.

IV.3.3 Disposicion de la placa de 24 pocillos: La disposicion de la placa fue

como se observa en la figura 2.

Sin digestion enzimética Con digestion enzimatica
previa previa

o) ()
&) &9 &
&) @ &
CISIS,

Figura 2. La disposicién de la placa de 24 pocillos al realizar cada uno de los métodos de
extraccion obedecio el orden que se observa en la figura 1. Donde “S” representa las muestras
sin digestiéon enzimatica previa, “C” representa las muestras con digestion enzimatica previa, A, B
y C son muestras por triplicado y W es el polimero control, el cudl fue cultivado sin células, por
duplicado.
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IV.3.4 Andlisis estadistico.

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar. Por
tratarse de pseudoréplicas provenientes del cultivo de un mismo paciente no se

puede realizar otro tipo de analisis estadistico.
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V.4 Métodos de purificacion de ARN.

Los métodos a evaluar fueron; TRIzol® kit, DNeasy plant mini Kit de Qiagen®
con protocolo modificado, método de Wang y Stegemann®, TRIzol® més purificacion de

solvente extendido (Yu et al., 2013)%.

IV.4.1 Protocolo de extraccion de ARN TRIzol® (Invitrogen):

o Descripcion: Este es un método tradicional basado en el reactivo
TRIzol, una soluciéon monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina, que mantiene
la integridad del ARN mientras lisa las células y disuelve los componentes celulares.
Ademas, se realiza una purificacion con cloroformo para eliminar contaminantes. En
general, el método TRIzol® es econdmico, facil y rapido de realizar obteniéndose
resultados de pureza y rendimiento aceptables en muestras de tejido vegetal y
animal y en cultivos de monocapa®.

o Método: Las matrices de soporte fueron finamente trituradas
mientras estaban sumergidas en 1 mL de reactivo Trizol (Ambion Invitrogen,
Carlsbad CA, EEUU) previamente afiadido a los pocillos. Se transfirié todo el
contenido del pocillo a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Se centrifug6é a 12000
g por 10 min a 2-8°C. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL y se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
agreg6 200 pL de cloroformo, se agit6é el tubo por 15 s y se incub6 a temperatura
ambiente por 3 min. Se centrifugé a 12000 g por 15 min a 2-8 °C. Se transfiri6 la
fase acuosa a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, se agreg6 250 uL de
isopropanol, 250 uL de una solucion salina de citrato de sodio 0,8 M y de Cloruro de

Sodio 1,2 My se incub6 a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugd a 12000
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g por 15 min a 2-8°C y se transfiri6 la fase acuosa a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Se descart6 el sobrenadante, se lavd el precipitado con
1mL de etanol 75%. Se centrifugd a 7500 g por 5 min a 2-8°C. Se descartd el
sobrenadante y se dej6 secar por 10 min. Se disolvié el precipitado en 30uL de agua
libre de nucleasas, y se incubd por 10 min a 55-60°C. Se evalud el rendimiento por

medicion de absorbancia a 230, 260, 280 nm en un espectrofotometro Nanodrop®.

IV.4.2 Protocolo modificado de extraccion de ADN DNeasy plant mini

kit(Qiagen®) para extraer ARN:

. Descripcion: Este es un método convencional que emplea un buffer
de lisis llamado AP1, conformado por tiocianato de guanidina, que mantiene la
integridad de los &cidos nucleicos mientras lisa las células y disuelve los
componentes celulares. Ademas, utiliza una columna de giro Qiashredder® que
contiene un filtro de silice capaz de unir de forma selectiva el ADN mientras los
contaminantes son eliminados. En este caso no se realizé el segundo paso del
protocolo de este kit, el cual consiste en afiadir una ARNasa a la muestra, para
mantener intacto el ARN. En general DNeasy plant mini kit es facil de realizar,
rapido y permite aislar ADN de alta calidad en muestras de tejido vegetal de alta
calidad.

o Método: Se preparé 1mL de buffer de lisis AP1 agregandole 38mL
de etanol. Las matrices de soporte se traspasaron a tubos de microcentrifuga y
fueron finamente trituradas mientras estaban sumergidas en 400 pL de buffer de

lisis AP1, luego como modificacion del protocolo entregado por el fabricante, se
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agreg6 50 pL de una solucion 0,2 U/uL de ADNasa 1 recombinante libre de ARNasa
(DNase | Recombinant, RNase-free, Roche Alemania) solo si correspondia con el
proceso experimental, ya que se probd con y sin ADNasa. El producto se incubéd a
65°C por 10 min y se homogeneiz6 por inversién 3 veces cada 3 min. Se agregd
130 uL de Buffer P3 a cada tubo, se aplicd vértex y se incubd durante 5 min en
hielo. Se centrifugd a 20000 g por 5 min y se transfiri6 a una columna de
centrifugado Qiashredder® de 2 mL. Se centrifug6 por 2 min a 20000 g. Se transfirid
el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1,5mL, se afadié 1,5 de su
volumen de Buffer AW1 y se aplic6 vortex. Se transfiri6 650uL de cada muestra a
una columna de giro DNeasy con un tubo de coleccién de 2mL y fue centrifugada
por 1 min a 8000 g, se elimind el contenido del tubo colector, se reutilizé el tubo
para repetir el paso recién mencionado y se elimind junto con el contenido. Se
transfirié la columna de giro DNeasy a un nuevo tubo colector de 2 mL. Se agreg6
500uL de Buffer AW2, se centrifugé a 1 min 8000 g y se descart6 el contenido del
tubo colector. Se agreg6é nuevamente 500 uL de Buffer AW2 pero esta vez fue
centrifugado por 2 min a 20000 g. Se transfirié la columna de giro DNeasy a tubos
de microcentrifuga de 1,5mL, se agregd 100 uL de Buffer AE de elusion y se incubd
por 5 min a temperatura ambiente. Se centrifug6 por 1 min a 6000 g y se transfiri6 el
contenido del tubo de microcentrifuga a la columna de giro y se volvi6é a centrifugar
bajo las mismas condiciones. Finalmente se ley6 la absorbancia a 230, 260 y 280

nm en un espectrofotometro Nanodrop®.



27

IV.4.3 Protocolo de aislamiento de ARN de Wang y Stegemann**:

. Descripcion: Este es un método originalmente utilizado para extraer
acidos nucleicos de tejido vegetal que fue adaptado por Wang y Stegemann para
ser utilizado en matrices poliméricas. Esta extraccion tiene como principal reactivo el
buffer basico CTAB (ver anexo 1) cuya funcién es lisar las células, mantener la
integridad del ARN al evitar la union de polisacaridos a éste, y disolver los
componentes celulares. A demas, realiza una purificacion con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) por duplicado permitiendo eliminar contaminantes.

. Método: Los Sl fueron sumergidos en buffer CTAB a 65°C
suplementado con B-mercaptoetanol y a continuacién, se trituraron finamente. El
producto fue transferido a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Se homogenizé
mediante vortex por 5 min. Luego se incubé con 600 pL de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), se aplicé vértex por 1 min y se centrifugd a 15000 g por 5 min a
temperatura ambiente. Se extrajo la fase superior acuosa y se agregd 600 L de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se aplic6 vortex por 1 min y se centrifug6é a
15000 g por 5 min a temperatura ambiente. Se aspir6 la fase superior, se agreg6 un
volumen equivalente al de la fase superior aspirada de isopropanol y se centrifugé a
15000 g por 5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se descart6, el
precipitado se lavd con 1 mL de etanol al 75% y fue centrifugado a 15000 g por 15
min a temperatura ambiente. El sobrenadante se eliminé y el precipitado fue
resuspendido en 30uL agua libre de nucleasas. Se ley6 la absorbancia a 230, 260 y

280 nm en un espectrofotometro Nanodrop®.
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IV.4.4 Protocolo de extraccion de ARN utilizando TRIzol® mas purificacién de

solvente extendido®:

. Descripcion: Este es un método basado en el protocolo de
extraccion de ARN TRIzol® al que Yu y cols. agregaron dos fases de extraccion
adicionales; una con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y otra con
cloroformo: alcohol isoamilico (49:1) para aumentar la pureza y rendimiento del
aislamiento de ARN. En general, es un proceso extenso pero no mas complejo que
el protocolo de extraccion de ARN con TRIzol®.

o Método: Los Sl fueron finamente triturados mientras estaban
sumergidos en 1 mL de TRIzol®. El producto fue transferido a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, se aplicé sonicador por 1 min y se incub6 por 5 min a
temperatura ambiente. Se agreg6 200 pL de cloroformo, se aplicd vortex por 15 s.
Luego se centrifugd a 12000 g por 15 min a 4°C y se incub6 a temperatura ambiente
por 3 min. Se extrajo la fase superior acuosa y se deposit6 en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Se agreg6 500 uL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), siguié una aplicacién de vértex por 15 s, se incubé por 2 min a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g por 15 min a 4°C. La fase superior
acuosa fue recuperada y traspasada a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.
Se agreg6é 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1) seguido por vértex
durante 15 s, se incubd por 2 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g
por 15 min a 4°C. Se colecté la fase superior acuosa y se afiadié a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Se agreg6 500 pL de isopropanol puro, se mezcl6é por
inversion durante 15 s, se incub6 a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugo
a 12000 g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y el precipitado de

ARN se lavé con 500 pL de etanol al 70%. Se centrifugé a 12000 g por 10 min a
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4°C. Se descart6é el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 30 pL de

agua libre de nucleasas. Se ley6 la absorbancia a 230, 260 y 280 nm en un

espectrofotdbmetro Nanodrop®.

V.5 Retrotranscripcion:

Para realizar esta técnica en las muestras de ARN se prepararon dos tubos de
centrifuga de 200 pL, uno con la muestra con retrotranscriptasa y otra carente de enzima
como control. A cada tubo se le agreg6 4uL de muestra de ARN, 1uL de Oligo dT y se
incubd en Termociclador (Thermo cycler Electron Corporation modelo PxE 0.5) bajo las
siguientes condiciones: etapa 1: 70°C por 5 min; etapa 2: 4°C por 5 min. Posteriormente,
al mismo tubo se le agregd los volimenes descritos en la tabla 5.1 de los reactivos

provenientes del kit Improm® (Promega, EEUU).

Tabla5.1 Volumenes de reactivos a afiadir en las muestras tratadas con OligodT
Reactivos Volumenes (uL)
Agua libre de nucleasas 6,1
Buffer Improm® 4,0
MgCl, 25mM 2,4
dNTP 1,0
Inhibidor de ARNasas 0,5

Luego de homogeneizar se volvio a incubar en el termociclador bajo las siguientes
condiciones: etapa 1: 25°C por 5 min; etapa 2: 42°C por 1h; etapa 3: 70°C por 15 min y
etapa 4: 4°C por 5 min. El ADN complementario (ADNc) resultante se utilizé para realizar

la técnica de PCR en tiempo real.
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V.6 Reaccion de Polimerasa en Cadena en Tiempo Real (g-PCR):

Se prepar6 una solucion de trabajo stock de 32uL (para 4 capilares): 20,4 uL de
H,O libre de nucleasas, 1,6 pL de MgCl,, 2uL de partidor S 0,5 uM, 2uL de partidor AS 0,5
uL del gen a amplificar, 2uL de DMSO vy 4uL de la soluciéon de PCR LightCycler® FastStar
DNA Master SYBR GREEN I (Roche®), que contiene: Taq ADN polimerasa, dATP, dCTP,
dGTP, dTTP y la sonda SYBR GREEN |. Se homogenizé y se traspasé 8uL de esta
mezcla a cada uno de los 3 capilares de 20uL para PCR a utilizar (LightCycler® 1,5) y se
agrego 2 uL de ADNc de la muestra control negativo, la muestra de ARN aislada y el
control positivo en su respectivo capilar.

La secuencia de los partidores utilizados fueron disefiadas mediante software

AmplifX 1.37 y fueron sintetizadas por Invitrogen®, correspondiendo a las siguientes:

hGAPDH2 sentido: 5-CAAAATCAAGTGGGGCGATGCTG-3

hGAPDH2 antisentido: 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3’

Para corroborar la existencia de un anico producto de amplificacion, se sometié
cada muestra a un andlisis de denaturaciéon (curva de melting) para los amplicones de
GAPDH (temperatura de denaturacion = 88,0+0,5°") que se realiz6 inmediatamente

después del proceso de amplificacion.



El programa de amplificacion para GAPDH fue:
¢ Preincubacién: 95°C por 10s a 20°C/s.
e Amplificacion: Denaturacion: 95°C por 10s a 20°C/s.
Hibridacién 57°C por 5 s a 20°C/s.
Extension: 72°C por 12s a 20°C/s.
e Curva de fusion: 95°C por 0 s a 20°C/s.
65°C por 15 s.

95°C por 0 s a 0,10°C/s. Con lectura continua de fluorescencia.
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V.Resultados

V.1.1 Componente celular:

Todas las extracciones se realizaron con células provenientes de distintos

pacientes.

V.1.2 Extraccion de ARN

V.1.2.1 Densidad de 25.000células/cm? con 3 dias de incubacion.

Se evalud la pureza en relacion a contaminacion por proteina (A 260/280) y por
solventes y polisacaridos (A 260/230) y rendimiento de la extraccion de ARN (A 260nm)
en células de encia cultivadas en los Sll con el método trizol® y el de TRIzol® con

purificacion de solvente extendido, con y sin digestibn enzimatica. Los resultados se

pueden observar en detalle en las tablas 1 y 2 respectivamente.

Tabla 1. Razones de absorbancia, concentracion y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo
TRIzol®.(Detalles en anexo 2)

Digestion Concentracion | Cantidad total
Muestras . 260/280 260/230
enzimatica ng/uL de ARN (uQ)
A Sin 1,30+0,18 | 0,39+0,14 440,0+98,5 10,2+3,0
A, Con 1,18+0,02 | 0,26+0,01 516,7+84,6 15,5+2,5

Tabla 2. Razones de absorbancia, concentracién y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo
TRIzol® con purificacién de solvente extendido (Yu y cols.).(Detalles en anexo

3)
Digestion Concentracién | Cantidad total
Muestras . 260/280 260/230
enzimética ng/pL de ARN (ug)
A Sin 1,29+0,07 | 0,34+0,05 142,6+40,1 4,3+1,2
A, Con 1,16+0,05 | 0,32+0,03 190,3+19,5 5,7+0,6
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El promedio de la concentracion de ARN obtenida por el protocolo TRIzol® fue
superior a su contraparte con purificacion por solvente extendido independiente de la
digestiébn enzimatica previa. Con respecto al promedio de la razén de absorbancia
260/230, ambos meétodos son limitados, siendo las muestras tratadas por digestion
enzimatica las mas deficientes, especialmente en el caso de TRIzol®. También en los dos
protocolos, tanto en las muestras con y sin digestion enzimatica, los promedios de la

razén de absorbancia 260/280 son deficientes.

En el método TRIzol® se obtienen resultados de concentracién de ARN mejores
que en las muestras tratadas con el método TRIzol® con purificaciobn por solvente
extendido. En ambos métodos la mayor concentracion de ARN fue obtenida en las

muestras que fueron tratadas previamente con proteinasa K.

V1.2.2 Densidad de 50.000 células/cm?® con 5 dias de incubacién

Se evalud6 las muestras de ARN obtenidas de células cultivadas en Sll por medio
de los métodos de extraccién TRIzol®, TRIzol® con purificacién de solvente extendido,

DNeasy Plant Mini Kit modificado y de Wang y Stegemann.

En estas experiencias se considerd un blanco, es decir un Sl sin cultivar que se
trabajo bajo las mismas condiciones de extraccibn a las que se sometieron los SlI
cultivados, para confirmar si los residuos de los polimeros generaban interferencia con la
lectura de absorbancia. Ademds, se aumentd la cantidad de células sembradas y el

tiempo de incubacién para mejorar el rendimiento de ARN.

Los resultados se detallan en la tablas 3 (TRIzol®), 4 (TRIzol® con purificacién de

solvente extendido), 5(DNeasy Plant Mini Kit modificado y 6(Wang y Stegemann).



Tabla 3. Razones de absorbancia, concentracién y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sl por el protocolo
TRIzol®.(Detalles en anexos 4)

Digestion

Concentracion

Cantidad total

Muestras enzimatica 260/280 260/230 ng/uL de ARN (ug)
A Sin 1,23+0,03 | 0,34+0,05 183,1+90,0 5,5+2,7
Blanco A; Sin 1,17+0,01 | 0,23+0,01 404,6x58 | = --—---
A, Con 1,19+0,02 | 0,35+0,10 187,7+115,7 5,6+3,5
Blanco A, Con 1,18+0,01 | 0,24+0,03 182,7¢3,8 | = -----

Tabla 4. Razones de absorbancia, concentracion y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sl por el protocolo
TRIzol® con extraccién por solvente extendido (Yu y cols.). (Detalles en anexo

5)
Muestras Dig_es'gi(_ﬁn 260/280 260/230 Concentracion | Cantidad total
enzimatica ng/uL de ARN (ug)
A Sin 1,17+0,10 | 0,27+0,02 168,2+24,5 5,0+0,8
Blanco A; Sin 1,08+0,09 | 0,20+0,02 152,9+199 | = -----
A, Con 1,10+0,15 | 0,19+40,05 253,4+57,3 7,6+1,7
Blanco A, Con 1,13+0,04 | 0,22+0,04 180,8+25,7 | = -----

Tabla 5. Razones de absorbancia, concentracion y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo
DNeasy Plant Mini Kit modificacion.(Detalles en anexo 6)

Muestras eaigi?nsgt?cna 260/280 | 260/230 Coﬂcfg/tﬂf"ié C a tAidRal\(I" (t:$)a"
Ar Sin 1,24+0,34 | 0,27+0,02 2,240,6 0,240,1
Blanco A, Sin 0,55+0,07 | 0,000,00 0602 | =
As Con 0,73+0,14 | 0,17+0,10 1,641, 0,240,1
Blanco A, Con 1,13+0,04 | 0,22+0,04 07403 | = e

Tabla 6. Razones de absorbancia, concentracién y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo de

Wang y Stegemann.(Detalles en anexo 7)

Muestras Digestion 260/280 260/230 | Concentracion | Cantidad total
enzimatica ng/uL de ARN (ug)
A Sin 0,84+0,05 | 0,16+0,03 48,1+6,8 1,4+0,2
Blanco A; Sin 0,78+0,01 | 0,14+0,01 44.089,7 | = -
A, Con 0,80+0,01 | 0,13+0,01 32,7+7,2 1,0+0,2
Blanco A, Con 0,77+0,03 | 0,13+0,01 21,8433 | -

34
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En el método TRIzol®, TRIzol® con purificacion por solvente extendido y de
Wang y Stegemann los blanco tienen razones de pureza y concentracion similares a las
muestras de ARN obtenidas de los Sll de implantes cultivados, es mas, en el método
TRIzol® se observo una mayor concentracion de ARN en las muestras blanco no tratadas
con proteinasa K aun cuando estas muestras no contienen células, y por tanto, material

genético.

En el caso de las muestras tratadas con el método DNeasy Plant Mini Kit
Qiagen® con protocolo modificado los resultados muestran concentraciones bajas de
ARN en todas las muestras en comparacion con los otros métodos. Sin embargo, cuando
se revisan los resultados de ambas razones de pureza en los blancos sin digestion
enzimatica previa se aprecian cifras menores que en las otras muestras tratadas en
igualdad de condiciones. En cambio, en los blancos de las muestras que fueron tratadas
con proteinasa K se aprecian mayores valores de pureza que las muestras que contenian
ARN. Este protocolo presenté la menor cantidad de ARN extraido en comparacion con los

demas métodos.

Las muestras de ARN aisladas con el protocolo de Wang y Stegemann arrojan los

resultados mas bajos de pureza en comparacion con los otros 3 protocolos de extraccion.
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V1.2.3 Densidades de 50.000, 250.000, y 500.000 células/cm® con 7 dias

de incubacion

Se evalud la calidad y rendimiento de extraccion de ARN obtenidos a partir de
diferentes densidades de celulares sembradas en SlII por medio de los métodos de
extraccion TRIzol®, TRIzol® con purificacion de solvente extendido, DNeasy Plant Mini Kit

modificado y de Wang y Stegemann.

Los resultados detallados se presentan en la tablas 7 (TRIzol®), 8 (TRIzol® con

purificacion de solvente extendido), 9(DNeasy Plant Mini Kit modificado) y 10(Wang y

Stegemann).

Tabla 7. Razones de absorbancia, concentracion y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo
TRIzol®.(Detalles de anexo 8)

Muestras |densidad | Digestion | 260/280 | 260/230 |Concentraciéon |[Cantidad
Células x |enzimética ng/uL total de
1000/cm? ARN (pg)

Ay 50 Sin 1,23+0,05 |0,53+0,12 220,7+79,9 6,6+2,4
B, 250 Sin 1,20+0,08 |0,66+0,08 173,8+38,2 52+1,1
C, 500 Sin 1,06+0,08 |0,56+0,11 163,7+24,5 4,9+0,7
Blanco, -- Sin 1,17+0,01 |0,42+0,04 | 276,1+104,8 | -----
A, 50 Con 1,11+0,04 |0,28+0,12 138,3+83,8 4,1+25
B, 250 Con 1,11+0,06 |0,25+0,05 120,6+20,4 3,6+0,6
C, 500 Con 1,17+0,04 |0,23+0,08 151,9+40,1 4,5+1,2
Blanco, - Con 1,18+0,01 |0,24+0,03 182,8+3,7 | -




Tabla 8. Razones de absorbancia, concentracion y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de sembradas en Sll por el protocolo TRIzol®
con purificacion de solvente extendido (Yu y Cols). (Detalles anexos 9)

Muestras |Densidad | Digestién | 260/280 | 260/230 |Concentracion |Cantidad
Células x [Enzimatica ng/uL total de
1000/cm? ARN (ug)

A 50 Sin 1,27+0,11 |0,29+0,06 | 168,6+21,8 5,0+0,6
B, 250 Sin 1,13+0,09 |0,28+0,10 | 151,6+54,6 4,6+1,6
C 500 Sin 1,19+0,15 |0,28+0,06 | 183,9+28,2 5,5+0,9
Blanco, -- Sin 1,10+0,07 |0,20+0,01 144,8+30 | -----
A, 50 Con 1,01+0,06 |0,20+0,05 | 208,6+63,2 6,3+1,9
B, 250 Con 1,11+0,07 |0,17+0,04 | 131,1+27,4 3,9+0,8
C, 500 Con 1,07+0,10 |0,20+0,08 141,3+9,7 4,2+0,3
Blanco, - Con 1,12+0,05 |0,22+0,04 | 171,8+158 | --—---

Tabla 9. Razones de absorbancia, concentracion y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células de pared vestibular sembradas en SlI
por el protocolo modificado DNeasy Plant Mini Kit Qiagen®.(detalles en anexo

10)

Muestras |Densidad | Digestién | 260/280 | 260/230 |Concentracién |Cantidad
Células x [Enzimatica ng/uL total de
1000/cm? ARN (ug)

A; 50 Sin 1,82+0,23 |2,09+0,58 2,3+1,0 0,2+0,1
B, 250 Sin 1,10+0,16 |1,00+0,01 1,614 0,2+0,1
C 500 Sin 1,20+0,06 |2,08+0,12 1,7+0,1 0,2+0,0
Blanco, -- Sin 0,14+0,16 |0,02+0,04 02+04 | ----
A, 50 Con 1,25+0,21 |0,40+0,23 0,8+0,4 0,1+0,0
B, 250 Con 0,92+0,41 |0,28+0,04 1,1+0,4 0,1+0,0
C, 500 Con 0,26+0,01 |0,44+0,24 1,140,1 0,1+0,0
Blanco, - Con 0,24+0,16 |0,14+0,01 2,1+25 | -
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Tabla 10. Razones de absorbancia, concentracion y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células de pared vestibular sembradas en Sli
por el protocolo de Wang y Stegemann.(detalles en anexo 11)

Muestras |densidad | Digestién | 260/280 | 260/230 |Concentracion |Cantidad
células x |enzimatica ng/uL total de
1000/cm? ARN (ug)

A 50 Sin 0,7440,11 |0,12+0,02 52,0+2,4 1,540,1
B, 250 Sin 0,78+0,01 |0,15+0,03 50,8+8,2 1,5+0,2
C 500 Sin 0,81+0,02 ]0,12+0,02 31,0+5,6 0,9+0,2
Blanco; -- Sin 0,74+0,01 |0,13+0,00 51,4+34 |  -----
A, 50 Con 0,76+0,04 10,12+0,01 31,3+3,3 0,9+0,1
B, 250 Con 0,78+0,03 |0,13+0,01 33,346,8 1,0+0,2
C, 500 Con 0,7340,05 |0,15+0,02 22,5429 0,7+0,1
Blanco, - Con 0,704+0,07 |0,12+0,04 21,2402 | -

El protocolo propuesto por Wang y Stegemann sigue teniendo los resultados mas
bajos de pureza en comparacién con los otros métodos de extraccion, no apreciandose
diferencia entre las muestras de ARN y los blancos tanto de las muestras tratadas como

las no tratadas con digestién enzimatica.

En el método TRIzol®, TRIzol® con purificacion por solvente extendido y de
Wang y Stegemann nuevamente los blanco tienen razones de pureza y concentracion
similares a las muestras de ARN obtenidas de los Sl de implantes cultivados y la

evaluacién de distintas densidades no presentaron una mejoria en los resultados.

En el caso del protocolo DNeasy Plant Mini Kit Qiagen® modificado, el promedio
de las razones de pureza 260/280 y 260/230 de la muestra A; fueron 1,82 y 2,09
respectivamente. Ademas en el blanco, las razones de pureza fueron cercanas a cero lo
que indica que las lecturas de ARN de las muestras A; no son artificiales. Por el contrario
el uso de proteinasa K como digestion enzimética previa en las células cultivadas en los
Sll no present6 una ventaja en los resultados. Este protocolo nuevamente presenté la

menor cantidad de ARN total extraido en comparacion con los demas.
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V1.2.4 Densidades de 50.000, 500.000 y 750.000 células/cm? con 7 dias de

incubacion utilizando el método con mejores resultados.

Se evalud las muestras de ARN obtenidas de células cultivadas en Sl por medio
del método de extraccion DNeasy Plant Mini Kit modificado con y sin incubacion con
ADNasa (ver seccion 1V.4.2).

Se decidid incluir una densidad de células sembradas mayor que en las otras
experiencias para evaluar si eso aumentaba la concentracion de ARN al utilizar ADNasa.

Los resultados se encuentran detallados en la tabla 11 (con ADNasa) y 12 (sin

ADNasa). El anexo 12 describe los datos individuales para esta experiencia.

Tabla 11. Razones de absorbancia, concentracién y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sll por protocolo
modificado DNeasy Plant Mini Kit Qiagen® utilizando ADNasa.
Densidad ., .
Muestras |de Células | 260/280 | 260/230 | Concentracion | Cantidad total
% 1000/cm? ng/uL de ARN (uQ)
A; 50 0,86+0,19 |0,60+0,15 1,4+0,1 0,1+0,0
B, 500 0,80+0,36 |0,66+0,39 1,1+0,1 0,1+0,0
C, 750 1,07+0,65 |0,52+0,25 2,1+2,0 0,2+0,2
Blanco, - 1,82+0,98 |0,10+0,12 0,8+0,7 0,1+0,1
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Tabla 12. Razones de absorbancia, concentracién y cantidad total de ARN de
muestras obtenidas de cultivos de células sembradas en Sll por protocolo
modificado DNeasy Plant Mini Kit Qiagen®.(Detalles en anexo 13)
Densidad - :
Muestras |de Células | 260/280 | 260/230 | oncentracion | Cantidad total
% 1000 ng/uL de ARN (uQ)
Ay 50 1,56+0,27 |0,45+0,49 2,0+0,4 0,2+0,0
B, 500 1,88+0,44 |0,60+0,14 5,9+0,6 0,6+0,0
C, 750 2,00+0,00 |0,41+0,16 3,0+0,1 0,3+0,0
Blanco, -- 0,14+0,10 |0,04+0,02 0,4+0,1 0,0+0,0

La utilizacion de ADNasa no presentd una ventaja en los resultados de pureza y
rendimiento buscados. Los resultados de ambas razones de pureza y la concentracion de
ARN en los blancos al utilizar ADNasa son mayores que en los blancos donde no se
utilizé la nucleasa, mostrando un mayor grado de contaminacion. Por otra parte, en las
muestras de ARN extraidas de los cultivos de células en los Sll se puede observar que en
la razén de pureza 260/280 existe una gran diferencia entre ambos ensayos, con el uso
de ADNasa perjudicando los valores obtenidos. En cambio en la razén de pureza 260/230

se vislumbré una leve mejora en los resultados al utilizar ADNasa en las muestras.

V1.3 PCR en Tiempo Real utilizado para amplificar GAPDH:

La reaccion de transcripcion reversa y PCR se realizaron en una muestra
seleccionada segun sus parametros de pureza y rendimiento (muestra A, sin digestiéon
enzimatica previa, detalles en anexo 10). Esta fue obtenida por el protocolo de extraccion
de ARN DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen®, cuyos resultados se presentan en la tabla 9.

El gen constitutivo GAPDH presenté amplificacion positiva aproximadamente a
los 25 ciclos. Un ADNc control obtenido en el laboratorio desde cultivos en monocapa

amplifico a los 22 ciclos. La curva de amplificacion se presenta en la figura 3.
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Figura 3. Curva de amplificacién GAPDH. En rojo amplificacién de ADNc control positivo, en
verde ADNc proveniente del Sll y azul, control negativo.

Sin embargo, la curva de fusiébn presentada en la figura 4 demuestra que el
producto de amplificacion contiene sefales inespecificas cuya temperatura de
denaturacion fue 78,9°C. Aun asi se observa una sefial menor que coincide con la
temperatura de denaturacion del gen constitutivo GAPDH que es de 84,5°C, siendo esta

menos que la temperatura tedrica de 88,0+0,5°C.
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Figura 4. Curva de fusion para GAPDH. En rojo amplicon de una muestra control positivo (C+), verde de una

muestra proveniente del Sl (Az) y azul es una muestra control negativo.
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VI Discusiéon

El establecer un método de aislamiento de ARN desde células cultivadas en
matrices poliméricas se ha vuelto una necesidad para estudiar los procesos moleculares
que se desencadenan en la célula al interactuar con estos andamiajes y poder
comprender estas respuestas a nivel molecular mediante ensayos de tales como PCR en
tiempo real. Tener conocimiento de esta informacion permitiria a la ingenieria de tejidos
realizar las modificaciones necesarias a las matrices para optimizar la respuesta celular
para una aplicacion en especifico. Sin embargo, la extraccion de ARN de alta calidad,
especialmente en matrices que contienen polisacéaridos, se ha transformado en un desafié
desde el punto de vista técnico. Es por esto que en este estudio se realizé un analisis
comparativo de distintos métodos de aislaciéon de ARN proveniente de células sembradas
en una matriz polimérica conformada por: gelatina, quitosano y acido hialurénico en
proporcion 7:2:1, una matriz que actualmente se utiliza en ensayos clinicos para

tratamiento de lesiones cutaneas de espesor total.

VI.1 Extraccién de ARN en Sl con una densidad de células de 25.000/cm?® y 3 dias de

incubacién

En ambos métodos de extraccion (tablas 1y 2), la pureza espectroscopica de las
muestras de ARN sefialan una gran contaminacién con polisacaridos (razén de
absorbancia 260/230 mucho menor a 1) proveniente de la matriz polimérica. A esto se
suma un nivel considerable de contaminacion por proteinas (razén de absorbancia
260/280 cercano a 1). Este exceso de impurezas hace pensar que las propiedades fisicas
del polimero interfieren, no solo de forma quimica, sino que también mecanica en el
proceso de extraccion, esto debido a que al tener este sistema una consistencia

semisOlida entrecruzada quimicamente, dificulta mas el trabajo extractivo al compararse
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con los hidrogeles utilizados como andamiajes en los trabajos de Wang y Stegemann y Yu
et al*®?. Sj bien los resultados de pureza no son los requeridos para trabajos posteriores
en técnicas de biologia molecular, las concentraciones obtenidas por el método TRIzol®
son casi 4 veces mas altas que las obtenidas por el método TRIzol® con solvente
extendido de Yu et al. Posiblemente estos resultados son producto de la purificacion
extendida por solvente, donde tras cada extraccion agregada se pierde material genético
por la formacion de complejos ARN-polisacaridos como por las condiciones levemente
acidas en las que se trabaja al hacer la extraccidon con cloroformo alcohol:isoamilico
(49:1). También es un factor a considerar el arrastre a la fase organica del ARN, el cual
queda atrapado en los fragmentos de polimero de mayor tamafio al centrifugar,
precipitando en conjunto con el material interferente, lo que disminuye la cantidad de

material genético efectivamente aislado?2>**,

VI.2 Densidad de 50.000 células/cm? con 5 dias de incubacién

En 3 de los 4 métodos de extraccion utilizados, los blancos sometidos y no
sometidos a digestibn enzimatica tenian razones de absorbancia y concentracion
similares a las muestras de ARN auln cuando estos no tenian células. Esto significa que
las particulas de polimero que posiblemente quedaron tras los procesos de extraccion
absorben a la misma longitud de onda que el ARN, fenbmeno que da cuentas de la
considerable interferencia espectroscopica presente en las muestras, la cual conduce a la
cuantificaciéon erronea del material extraido. Esta es una observacion de gran relevancia y
es un aporte al estado del arte, ya que otros estudios reportados en la literatura no
consideran este control, que es de obvia importancia en la evaluacién de un método para

la extraccion de acidos nucleicos desde células cultivadas en matrices poliméricas.
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Por otra parte, se destacan los resultados del método DNeasy Plant Mini Kit en en
el cual el blanco sin tratar con digestiébn enzimética muestra razones de absorbancia
260/280 y 260/230 iguales a cero. Este método no se basa en el principio de extraccion
por separacion de fases como los métodos TRIzol®, TRIzol® con purificacion por solvente
extendido y CTAB (Wang y Stegemann), sino que efectla la extraccién y posterior

purificacién de material genético mediante columnas de silice (figura 5).
Sl Triturado en buffer de lisis
@ =
Incubecion en I —— Centriugacion en ia
Dutter ce is's E columna JQlAshredder

Unisnde ARNala 35
columnade siice
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Lavado de la muestra
de ARN 3 veces

i
3

— gatf) 3} @t

Elusion @

Figura 5. Extraccidon de ARN utilizando el protocolo DNeasy Plant Mini Kit modificado. Paso 1. lisis de la
célula. Paso 2: Unién de ARN a la columna de silice. Paso 3: Lavar el ARN unido a la columna de silice. Paso

5: Elusiéon del ARN con HO libre de nucleasas o buffer de elusion.
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Este protocolo presenta la desventaja de un bajo rendimiento de ARN respecto a
los otros. Sin embargo, resulta mas relevante tener un cierto grado de certeza que,
especialmente en el caso de las muestras no tratadas con proteinasa K, se cuenta
efectivamente con ARN dado que los blancos de éstas poseen absorbancias cercanas a
0. Si se considera que el ARN se puede amplificar, una vez que se retrotranscribe, resulta
de mayor importancia contar con un material de suficiente pureza para uso posterior en
biologia molecular. En este sentido, se considera ente protocolo satisfactorio para trabajar

en estudios de expresion génica para células cultivadas en matrices poliméricas.

En los protocolos TRIzol® y TRIzol® con purificacién por solvente extendido, no se
observa una mejora en las razones de pureza en comparacién con el primer ensayo a
pesar de haber aumentado el tiempo de incubacién y la cantidad de células. Esto
posiblemente se debe al grado de interferencia provocado por la matriz polimérica

demostrado en las sefales arrojadas en el blanco.

En el caso del protocolo de Wang y Stegemann, en el cual se utiliza el buffer de
extraccion con el agente tensoactivo CTAB, los resultados exhibieron valores bajos,
contrastando los resultados que estos autores obtuvieron al aplicar su método y el
propuesto por Yu et al. Esto puede atribuirse a las propiedades mecanicas del polimero.
El quitosano (biomaterial utilizado para conformar el Sll) es un polisacarido de naturaleza
acidica, por ende al estar a un pH acido este tiende a estar protonado, o dicho de otra
forma, adquiriere carga positiva y forma complejos con moléculas de carga negativa,
como el ARN disminuyendo el rendimiento de la extraccién. Ante esto el buffer de
extraccién con el agente tensoactivo CTAB presenta una ventaja por sobre los otros
métodos de extraccion, ya que este buffer es una solucién béasica con un pH cercano a 8

gue evita la protonacion del quitosano, a diferencia de los otros métodos utilizados que
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trabajan con buffers en condiciones levemente &acidas.?***>?®, Sin embargo, el Sistema
de Implante Integrado tiene la caracteristica de ser semisélido (entrecruzado
gquimicamente) y no un hidrogel de dos componentes y baja resistencia mecénica como
en los trabajos de Wang y Stegemann y Yu y cols. Ademas, el Sll fue disgregado
solamente con tijeras estériles dejando, quizas, trozos de un tamafio lo suficientemente
grandes como para evitar una completa interaccion entre el buffer y las células,
provocando una coprecipitacion al momento de centrifugar, efecto que disminuye el
rendimiento de la extraccion. Este problema pudo haber afectado también a las muestras
de ARN extraidas con el método TRIzol® y TRIzol® con purificacién por solvente
extendido. En el caso de la razén de absorbancia 260/280, esta es considerablemente
mas baja que las obtenidas mediante otros métodos, esto pudo deberse a los reactivos
que componen el buffer. La polivinilpirrolidona (PVP) soluble, que previene la oxidacién de
polifenoles (detalles en anexo 1), puede interactuar con el fenol dificultando la extraccién y
provocando contaminacién por solvente, por ende este Ultimo no se utiliza en el protocolo.
El problema yace en que se ha demostrado que las soluciones extractivas que contienen
fenol son mas eficientes en la remocion de residuos proteicos que las soluciones basadas

solamente en cloroformo? 2% 32,

V1.3 Densidades de 50.000, 250.000 y 500.000 células/cm?® con 7 dias de incubacién

En esta experiencia se extrae ARN de Sl constituidos con distintas densidades
de células e incubados por 7 dias para corroborar si con el aumento de tiempo de
incubacion y la densidad de celular se consigue un aumento en el rendimiento de la

extraccion.



47

Nuevamente en el método TRIzol®, TRIzol® con purificacion por solvente
extendido y Wang y Stegemann se observan los mismos resultados que en la experiencia
anterior. Esto podria reflejar que los 3 métodos mencionados no son capaces de extraer
ARN apreciable en la medicion de las razones de pureza porque los blancos siguen
teniendo resultados semejantes a las muestras sin importar la cantidad de células

sembradas ni el tiempo de incubacion.

También cabe destacar que el uso de proteinasa K como agente de digestion
enzimatica previa a realizar los métodos de extraccion no presentd ninguna ventaja en los
resultados registrados. Si bien el uso de esta enzima estaba tedricamente justificado por
gue podria aportar a la desintegracion del Sl al romper los enlaces peptidicos formandos
entre los residuos COOH del quitosano y los residuos amina de la gelatina durante el
proceso de entrecruzamiento. Esta interaccion se logra al afiadir una solucion
hidroalcohdlica, compuesta  por hidroxisuccinimida  (NHS) y  1-etil-3-(3-
dietilaminopropil)carbodiimida (EDC), y acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) como
agente estabilizador de pH™. Por otra parte el uso de proteinasa K se encontraba avalado
por sobre el uso de otras enzimas digestivas pues ésta posee propiedades protectoras del
material genético al inhibir las nucleasas y puede eliminarse tras la extraccion®. Se
esperaba que el polimero, al perder su integridad, lograra disolverse vy liberara las células.
Sin embargo, solo se observd una perdida en la consistencia del polimero, a pesar de la
alta concentracion de proteinasa K que presentaba la solucién 1mg/mL que se utilizaba

para incubar el Sll por 3,5y 7 dias.
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VI.4 Densidades de 50.000, 500.000 y 750.000 células/cm® con 7 dias de incubacion

utilizando el protocolo modificado DNeasy Plant Mini Kit con v sin el uso de ADNasa.

Como el protocolo establecido por Qiagen® fue aquel que present6 las mayores
razones de pureza, se evalud la incorporacion de ADNasa al método se optimizaban los
resultados especialmente para el uso posterior del material en retrotranscripcion acoplado
a gPCR. A pesar de lo anterior, los resultados no fueron congruentes con la teoria
planteada de uso de ADNasa. En el paso dos del protocolo original de DNasa Plant Mini
Kit se afladia ARNasa para purificar el ADN a extraer, bajo esta légica se decidié cambiar
este paso y ya sea omitirlo o afiadir ADNasa, segun corresponda al disefio experimental.
Como no se logré tener acceso a la informacion de la composicién del buffer de lisis
porgue la empresa Qiagen® no lo sefiala, se ignora si se produjo una incompatibilidad con
la solucion de ADNasa elaborada utilizando el protocolo del fabricante (Promega®) que
pudiera explicar los modestos resultados con esta modificacién. Otra explicacién posible
es que el kit comercial contenga un inhibidor de ADNasa, para favorecer la purificacion de
ADN, lo que detuvo la accién de la enzima en cuestién. Sea cual sea la razén, en los
blancos tratados con el kit con ADNasa se observa una razon de absorbancia 260/280
cercana a 2 aun cuando estos Sll no contenian células. Esto lleva pensar que la
incorporacibn de ADNasa so6lo provocé interferencia y resultados artificiales. En
consecuencia la aplicacion de ADNasa no representa una ventaja en el protocolo en

evaluacion.

Al comparar los resultados del protocolo modificado DNeasy Plant Mini kit sin
ADNasa con los que estan expuestos en la tabla 9, especificamente los resultados de las
muestras que no fueron sometidas a digestion enzimatica y en la que se trabajé el mismo

método de extraccion bajo las mismas condiciones, se destaca una diferencia sustancial
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en las razones de pureza 260/230. En las muestras A; no tratadas con proteinasa k de la
tabla 9 son cercanas a 2, en cambio en el protocolo de la tabla 12, éstas se encuentran
por debajo de 1. Esta diferencia puede deberse a multiples causas que incluyen errores
experimentales en la realizacion del protocolo o mala deficiente adherencia de las células

al polimero, entre otras.

V1.5 PCR en Tiempo Real utilizado para amplificar GAPDH:

Con el objetivo de calificar la funcionalidad del ARN para pruebas posteriores de
Biologia Molecular se efectué un ensayo de retrotranscripcion y posterior amplificacion de
un gen constitutivo como lo es GAPDH en la muestra A; (sin digestion enzimatica, detalles

en anexo 10), seleccionada por obtener los mejores resultados de pureza y rendimiento.

La curva de amplificacion demuestra que la muestra de ADNc producto de la
retrotranscripcion de la muestra A,, anteriormente sefialada, amplificé dentro del rango de

20 a 30 ciclos, lo que es aceptable.

En el gréafico de la curva de fusién, especificamente en la curva de la muestra A,
podemos observar dos aumentos de fluorescencia: una gran sefial de producto
inespecifico a los 78,9°C y otra leve que coincide con la temperatura de denaturacion del
control positivo, que corresponde al gen constitutivo GAPDH, a los 84,5°C. La temperatura
tedrica del gen constitutivo GAPDH es de 88,0+0,5. Esta diferencia se puede atribuir a
gue dentro de los reactivos utilizados para llevar a cabo la reaccion de amplificacion se
utilizé dimetilsulfoxido (DMSO). EI DMSO es utilizado en las reacciones de polimerasa en
cadena (PCR) para inhibir la formacién de estructuras secundarias, como por ejemplo
ADN de partidores o “pinzas”, que pueden interferir con la sefial del gen de interés que se

quiere amplificar. También el utilizar DMSO facilita la amplificacion de ADNc que poseen
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regiones ricas en C-G (uniones Cisteina-Guanina) porque interfiere en la formacién de
enlaces de hidrégenos entre ambas cadenas de ADN, disminuyendo la energia requerida
para separar las cadenas de ADN y reduciendo la Temperatura de fusiéon®. Independiente
de esto se puede afirmar que la muestra A, permitié la amplificacion del gen constitutivo
GAPDH, aunque en poca cantidad. Esto es consistente con una muestra con bajo
rendimiento de ARN. Sin embargo, también hay una posibilidad que la muestra de ARN
obtenida en la extraccién haya estado degradada, por eso se sugiere en un trabajo futuro
llevar a cabo un andlisis de integridad de ARN por electroforesis antes de realizar PCR en

Tiempo Real**%*.

En relacién a la sefal de fluorescencia inespecifica es posible atribuirla a la
formacion de dimeros de partidores, ya que la muestra A, resulta muy diluida dado que en
la etapa de elusion del Kit de Qiagen® se aplican 100 pL de buffer de elusion para lograr
recuperar el ARN de la columna de silice, por ende en el proceso de retrotranscripcion la
cantidad de ADNc del gen de interés probablemente era muy baja, facilitando la formacién
de los dimeros de partidores antes mencionados. Este fendbmeno ha sido reportado en la
literatura en condiciones de baja concentracion de material de partida®® **. Se propone
como una mejora futura para este protocolo, concentrar el &cido nucleico por precipitacion

o centrifugacion al vacio.

El seleccionar un método de aislamiento de ARN apropiado desde matrices
utilizadas en ingenieria de tejidos depende en gran medida de las caracteristicas de las
mismas. Actualmente se utilizan una gran variedad de polimeros conformados por
distintos biomateriales a los que se les atribuye propiedades particulares y que deben
demostrarse no solo a nivel celular sino que también molecular. Esta tesis es una

contribucién al conocimiento sobre los factores que inciden en una recuperacion de ARN
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de calidad y rendimiento suficiente para efectuar las necesarias pruebas moleculares que

permitan comprender los eventos implicados en la interaccion célula-biomaterial.
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VIl Conclusiones

Se ha establecido una condicién de cultivo y protocolo de aislamiento de ARN
que permite obtener un producto cuya pureza cumple con los estandares establecidos
para realizar trabajos posteriores de biologia molecular. Sin embargo, es necesario
mejorar el rendimiento de aislamiento de ARN a partir de células sembradas en matrices

poliméricas para garantizar la deteccién y cuantificacion génica.

La adicion de una digestion enzimatica con proteinasa K previa a la extraccion de

ARN no permite optimizar los resultados.
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Anexo 1

Tabla de preparacion del Buffer CTAB: se debe calentar el buffer de extraccion

65°C y luego agregar, como ultimo componente, el B-mercaptoetanol.

Componentes |Masa (g)/ Volumen (mL) Funcidn
Surfactante catiénico que separa los acidos

CTAB 2,009 . A
nucleicos de polisacéaridos.
Ayuda a prevenir la oxidacion de polifenoles
Polivinilpirrolidona 1,00 mL presentes en el medio intra o extracelular

gue pueden dificultar la extraccion.
Permite disolver los polisacéaridos y los
complejos CTAB-ARN, ayudando a la
Cloruro de Sodio 8,00 ¢g remocién de CTAB y polisacaridos en la
fase de extraccion con cloroformo.
Amortiguador de pH. Mantiene un pH
estable cercano a 8,0.
Agente quelante que impide:
-La unién de metales al material genético.
-La accion de nucleasas al capturar Mg e
EDTA 0,75¢g impidiendo que este metal actlle como
cofactor de estas enzimas.
Fuerte agente reductor que actia
denaturando irreversiblemente cualquier

Tris-HCL 1,209

B-mercaptoetanol 1,00mL
nucleasa que pueda estar presente.
Aqua libre de Solvente. Evita la digestion enzimatica del
9 =98 mL ARN al no contener nucleasas.
nucleasas
Aexo 2
Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo TRIzol®.
Digestion
Muestras enzimatica 260/280 260/230 na/ul
Ag Sin 15 0,54 337,4
A, Sin 1,22 0,36 242,8
Az Sin 1,17 0,26 439,7
A Con 1,17 0,25 491,0
A, Con 1,21 0,27 447,9
As con 1,17 0,26 611,1

a



Anexo 3

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo TRIzol® con purificacion
de solvente extendido (Yu y cols.).

Digestion
Muestras enzimatica 260/280 260/230 ng/uL
A; Sin 1,21 0,28 187,4
A, Sin 1,34 0,38 110,0
Az Sin 1,33 0,35 130,5
A; Con 1,18 0,30 167,8
A, Con 1,20 0,35 202,4
Az con 1,10 0,30 200,6
Anexo 4

Razones de absorbanciay concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sl por el protocolo TRIzoI®.

Digestion

Muestras enzimatica 260/280 260/230 ng/uL
Ax Sin 1,20 0,28 287,1

Ao Sin 1,24 0,38 132,2
Az Sin 1,25 0,35 130,1
Blanco 1 Sin 1,16 0,24 408,7
Blanco 2 Sin 1,18 0,22 400,5
A Con 1,19 0,29 199,7

Ao Con 1,21 0,47 296,9
Az con 1,17 0,29 66,4
Blancol Con 1,18 0,26 185,3
Blanco2 con 1,17 0,22 180,1
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Anexo 5

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo TRIzol® con extraccion
por solvente extendido (Yu y cols.).

Digestion
Muestras enzimatica 260/280 260/230 ng/uL
A; Sin 1,22 0,30 193,4
A, Sin 1,05 0,25 166,7
Az Sin 1,23 0,27 1445
Blanco 1 Sin 1,02 0,19 167,0
Blanco 2 Sin 1,15 0,22 138,8
A Con 1,00 0,15 187,6
A, Con 1,27 0,25 280,1
Az con 1,02 0,18 292,5
Blancol Con 1,16 0,25 162,6
Blanco2 con 1,10 0,20 198,9
Anexo 6

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo DNeasy Plant Mini Kit
modificacion.

Digestion
Muestras enzimatica 260/280 260/230 ng/pL
AL Sin 1,22 0,30 2,9
A, Sin 0,91 0,25 1,8
Az Sin 1,6 0,27 1.75
Blanco 1 Sin 0,5 0,00 0,8
Blanco 2 Sin 0,6 0,00 0,5
AL Con 0,62 0,13 0,3
A, Con 0,68 0,10 2,0
Az con 0,88 0,28 2,5
Blancol Con 1,16 0,25 0,5
Blanco?2 con 1,10 0,20 0,9
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Anexo 7

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sl por el protocolo de Wang y Stegemann.

Digestion
Muestras enzimatica 260/280 260/230 nag/uL
AL Sin 0,90 0,19 55,9
Ay Sin 0,80 0,14 43,5
Az Sin 0,82 0,15 449
Blanco 1 Sin 0,78 0,13 37,1
Blanco 2 Sin 0,77 0,14 50,8
A Con 0,79 0,13 27,5
A, Con 0,80 0,14 40,9
Az con 0,80 0,12 29,8
Blancol Con 0,75 0,12 19,4
Blanco2 con 0,79 0,14 24,1
Anexo 8

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo TRIzoI®.

Muestras | DERS ERTOR SOuIas | B e | 2601280 | 2601230 | nalul
A 50 Sin 1,23 0,41 281,7
A, 50 Sin 1,18 0,65 250,2
Az 50 Sin 1,28 0,53 130,3
B, 250 Sin 1,16 0,60 132,9
B, 250 Sin 1,15 0,75 208,5
B; 250 Sin 1,29 0,64 180,1
C,; 500 Sin 0,98 0,68 135,6
C, 500 Sin 1,05 0,50 180,4
C; 500 Sin 1,15 0,49 175,1
Blanco -- Sin 1,16 0,40 350,2
Blanco -- Sin 1,18 0,45 202,0
A 50 Con 1,15 0,29 118,1
Ao 50 Con 1,10 0,15 230,4
Az 50 Con 1,07 0,40 66,4
B, 250 Con 1,05 0,29 140,9
B, 250 Con 1,17 0,26 100,2
B3 250 Con 1,11 0,19 120,6
C,; 500 Con 1,20 0,30 110,7
C, 500 Con 1,12 0,23 190,8
C; 500 Con 1,19 0,15 154,1
Blanco -- Con 1,19 0,26 185,4
Blanco -- Con 1,17 0,22 180,1
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Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo TRIzol® con purificacion
de solvente extendido (Yu y Cols).

Densidad de Digestién

Muestras Células x 1000/cm? | Enzimética 260/280 | 260/230 na/ul
A 50 Sin 1,20 0,29 192,3
A, 50 Sin 1,40 0,23 164,0
As 50 Sin 1,22 0,35 149,5
B, 250 Sin 1,23 0,18 92,3
B, 250 Sin 1,10 0,28 162,8
Bs 250 Sin 1,05 0,38 199,8
C, 500 Sin 1,02 0,27 201,2
C, 500 Sin 1,30 0,22 199,1
Cs 500 Sin 1,25 0,35 151,3
Blanco -- Sin 1,05 0,19 142.,6
Blanco -- Sin 1,15 0,21 146,9
A 50 Con 1,00 0,15 185,6
A, 50 Con 1,08 0,19 280,1
As 50 Con 0,95 0,25 160,2
B; 250 Con 1,16 0,18 100,1
B, 250 Con 1,03 0,13 140,7
B 250 Con 1,13 0,20 152,4
C,; 500 Con 1,05 0,19 150,3
C, 500 Con 1,18 0,29 131,1
C; 500 Con 0,98 0,12 142,6
Blanco -- Con 1,17 0,25 160,6
Blanco -- Con 1,10 0,20 182,9
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Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por el protocolo modificado DNeasy Plant
Mini Kit Qiagen®.

Densidad de Digestién
Muestras Células x 1000/cm? | Enzimética 260/280 | 260/230 na/ul
A 50 Sin 1,67 1,68 1,6
A, 50 Sin 1,98 2,50 3,0
B, 250 Sin 0,98 1,00 0,6
B, 250 Sin 1,21 1,01 2,6
C, 500 Sin 1,15 2,00 1,6
C, 500 Sin 1,24 2,17 1,8
Blanco -- Sin 0,03 0,00 0,0
Blanco -- Sin 0,25 0,05 0,5
A 50 Con 1,10 0,56 1,1
A, 50 Con 1,40 0,23 0,5
B, 250 Con 1,21 0,30 0,8
B, 250 Con 0,63 0,25 1,3
C, 500 Con 0,25 0,61 1,2
C, 500 Con 0,26 0,27 1,0
Blanco -- Con 0,13 0,15 0,3
Blanco -- Con 0,35 0,13 3,8




Anexo 11

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sl por el protocolo de Wang y Stegemann.

Densidad de

Digestion

Muestras Células x 1000/cm? | Enzimética 260/280 | 260/230 na/ul
Ay 50 Sin 0,82 0,15 54,8
A, 50 Sin 0,61 0,10 50,3
A; 50 Sin 0,78 0,12 51,0
B, 250 Sin 0,79 0,14 45,3
B, 250 Sin 0,77 0,13 46,9
Bs 250 Sin 0,78 0,19 60,3
C, 500 Sin 0,81 0,11 25,4
C, 500 Sin 0,79 0,11 36,5
C; 500 Sin 0,83 0,15 31,1

Blanco -- Sin 0,75 0,13 53,8
Blanco -- Sin 0,73 0,13 49,0
A 50 Con 0,79 0,11 30,4
A, 50 Con 0,77 0,13 28,5
As 50 Con 0,72 0,12 35,0
B 250 Con 0,80 0,14 27,7
B, 250 Con 0,75 0,14 31,2
B 250 Con 0,80 0,12 40,9
C, 500 Con 0,79 0,14 19,4
C, 500 Con 0,70 0,17 25,1
Cs 500 Con 0,71 0,14 23,1
Blanco -- Con 0,75 0,10 21,3
Blanco -- Con 0,65 0,15 21,0
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Anexo 12

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células de encia sembradas en Sll por protocolo modificado DNeasy
Plant Mini Kit Qiagen® utilizando ADNasa.

Muestras | Donsidadde | os0ip80 | 260/230 na/ul
A, 50 1,00 0,71 1,4
A, 50 0,73 0,50 1,3
B. 400 0,54 0,38 1,1
B, 400 1,05 0,93 1,0
C. 750 0,61 0,70 0,7
C, 750 1,53 0,35 3,5
Blanco -- 2,52 0,18 1,3
Blanco -- 1,13 0,01 0,3
Anexo 13

Razones de absorbancia y concentracion de ARN de muestras obtenidas de
cultivos de células sembradas en Sll por protocolo modificado DNeasy Plant
Mini Kit Qiagen®.

Densidad de

Muestras Células x 1000/cm? | 280/280 260/230 na/ul
Aq 50 1,37 0,80 1,7
A, 50 1,75 0,10 2,3
B 400 1,57 0,50 6,3
B, 400 2,20 0,70 5,5
C, 750 2,00 0,52 3,0
C, 750 2,00 0,30 2,9
Blanco -- 5,78 0,02 0,5
Blanco -- 1,28 0,05 0,3
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