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Resumen

La cuantificacién génica en cordén umbilical se ha utilizado para estudiar diversas patologias, no obstante esté latente la
problematica de homogenizar correctamente el tejido vascular. El objetivo de este estudio fue proponer una secuencia
que lleva al éxito en la obtencion de ARNm de los vasos de cordén umbilical. Se procesaron 20 muestras de cordén
umbilical, de los cuales se disecaron los vasos para ser homogenizados en el Bullet Blender Standard BBX24 (Next
Advance, Inc., Burden Lake Road, NY, USA). La extraccion de ARNm se realizé en el equipo MagNa Pure LC 2.0 (Roche,
Alemania), usando el kit MagNA Pure LC RNA Isolation Kit Il (Tissue) (Roche, Alemania) y se cuantificé su concentracién
por espectrofotometria a 260 nm en un NanoPhotometer (Implen GmbH, Alemania). En el 100 % de las muestras se
obtuvo ARNm.

Abstract

Gene quantification in umbilical cord has been used to study several diseases, however the correct homogenization of
the vascular tissue is a latent problem. The main objective of this study was to propose a sequence of steps leading to
the successful mRNA extraction from umbilical cord vessels. 20 samples of umbilical cord, from which the vessels were
dissected to be homogenized in the Bullet Blender Standard BBX24 (Next Advance, Inc., Burden Lake Road, NY, USA)
were processed. mRNA extraction was performed on the MagNA Pure LC 2.0 (Roche, Germany), using the MagNA Pure
LC kit RNA Isolation Kit Ill (Tissue) (Roche, Germany) and its concentration was quantified by spectrophotometry at 260
nm in a NanoPhotometer (Implen GmbH, Germany quantified ). mRNA was obtained in 100% of the samples.
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Introduccion

En el cordon umbilical humano se pueden identificar tres
vasos sanguineos, dos arterias en espiral alrededor de una
vena: estos vasos estan rodeados de gelatina de Wharton, un
tejido mucoso compuesto de unas pocas células estromales
mesenquimales y una abundante matriz extracelular rica
en agua, glicosaminoglicanos, proteoglicanos y fibras de
colageno.!

Aunque la cuantificaciéon génica en cordéon umbilical se ha
utilizado para estudiar diversas patologias, la mayoria de los
estudios ha sido en cultivos de células endoteliales de vena o
arteria umbilical,>* en segundo lugar se situan los estudios de
inmunohistoquimica.’ Para llevar a cabo la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR), un factor
crucial lo es la cantidad y calidad de ARNm, y cuando se trata
de cordon umbilical, la homogenizacion correcta de la parte
vascular es un punto vital para el éxito de las cuantificaciones.
Nuestro grupo ha hecho experimentos previos en cordon
umbilical y nos hemos encontrado con la dificultad de lograr
una adecuada homogenizacion con el Tissue Tearor (BioSpec,
USA), por lo que decidimos explorar otra secuencia de pasos
que ahora proponemos para obtener resultados dptimos.

Material y métodos

Muestras

Muestras de cordén umbilical de mujeres atendidas en
el Servicio de Gineco-Obstetricia del Hospital Materno
Perinatal “Monica Pretelini Sdenz” (HMPMPS), Instituto
de Salud del Estado de México (ISEM), Toluca, Estado de
México, México; se recolectaron en hielo seco, las cuales se
almacenaron a -70 °C hasta ser procesadas en el Centro de
Investigacion en Ciencias Médicas (CICMED), Universidad
Autonoma del Estado de México (UAEMex).

Extraccién de ARNm

Las muestras se descongelaron mediante el método de escalera
de frio con la siguiente secuencia: 15 min a -20 °C, 15 min
a -8 °C, 15 min a 4 °C y por ultimo 30 min a temperatura
ambiente. Una vez descongeladas las muestras, se realizé un
corte longitudinal para exponer los vasos sanguineos y una
vez extraidos, se colocaron en un mortero para macerarlos
entre 5-10 minutos dependiendo de la extension de la muestra.
Una vez maceradas las muestras, se colocd entre 0.100—
0.110 g de muestra por tubo, con 0.100 g de perlas y 1 ml
de buffer fosfato salino (PBS) en un tubo eppendorf de 1.5
ml, agitdindose para precipitar el tejido. Se colocaron los
tubos en el equipo Bullet Blender Standard BBX24 (Next
Advance, Inc., Burden Lake Road, NY, USA), donde fueron
homogenizados durante 15 min.

5 FARMACEUTICAS

La extraccion de ARNm se realiz6 en el equipo MagNa Pure
LC 2.0 (Roche, Alemania), usando el kit MagNA Pure LC
RNA TIsolation Kit IIT (Tissue) (Roche, Alemania). De cada
muestra homogenizada se colocaron 150 pl en un tubo
eppendorf de 1.5 ml con 350 pul de buffer de lisis de tejido
y se incluyo6 un paso de lisis centrifugandolas 50 min a 300
rpm a 23 °C. Una vez extraido el ARN, de las muestras de
los cordones umbilicales, se cuantificd su concentracién por
espectrofotometria a 260 nm en un NanoPhotometer (Implen
GmbH, Alemania).

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)
Lareversotranscripcionylareaccidnencadenadelapolimerasa
en tiempo real (QPCR) se realizaron con el 7500 Fast Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Applera UK, Cheshire,
UK), utilizando SYBR Green Taq Ready Mix for Quantitative
RT-PCR, a partir de 200 a 400 ng de ARNm. Los oligos
utilizados fueron disefiados utilizando la herramienta Primer
Quest (Integrated DNA Technologies, Inc., CA, EE.UU.) y
sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM),
Instituto de Biotecnologia (Cuernavaca, Morelos, México).
Ademas se hizo una busqueda en BLAST para asegurar la
hibridizacion especifica. La concentracion y secuencia de
los genes usados fueron: el gen constitutivo gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (NCBI: NM_22011438)
sentido: 5’-CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC-3,
antisentido: 5’-GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT-3,
factor nuclear kappa-B (NF-kB) (NCBI: NM 003998.3),
sentido: 5-TGGGAATCCAGTGTGTGAAG-3, antisentido:
3-CACAGCATTCAGGTCGTAGT-5. La concentracion final
de cada oligo (0.4 uM), se optimiz6d segun los resultados
finales calculados con el método de Taguchi.® Las condiciones
de ciclado térmico fueron las siguientes: 10 min a 95 °C, 45
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segundos y
annealing/extension a 60 °C durante 1 min.

Resultados y discusion

En las 20 muestras de cordon umbilical se logr6 obtener ARNm
(Tabla 1). Para verificar su viabilidad, en 8 de estas se evaluo
la expresion de GAPDH y en 4 la de NF-KB, encontrandose
expresion en ambos casos. Un aspecto a tomar en cuenta para
estudios de expresion génica en vasos de cordon umbilical es que
se recomiendan como genes constitutivos al Ywhaz y al Rpl13a
sobre GAPDH.” No obstante, este ultimo presenta una escasa
variacion intra-tejido.® En cuanto a NF-KB, su cuantificacion
no se esperaba que tuviera expresion homogénea, ya que es
un factor de transcripcién que se sobre-expresa en casos de
patologias inflamatorias, cronicas, etc.>! y al estar presente
significa que seguramente las pacientes de las que se obtuvieron
los cordones estaban en un proceso de estrés molecular.
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Tabla 1. Concentracion de ARNm.

Muestra | Concentracion de ARNm (pg/ml)
1 8
2 13.2
3 11.6
4 7
5 7.2
6 9.6
7 7.6
8 6
9 4.8
10 27.2
11 7.2
12 6
13 6.4
14 6.8
15 6.4
16 6.8
17 8
18 6.4
19 7.6

20 6

Un inconveniente de los pasos que proponemos es la no facil
accesibilidad al equipo Bullet Blender Standard BBX24 (Next
Advance, Inc., Burden Lake Road, NY, USA), sin embargo,
pudieran evaluarse otras alternativas de homogenizacion
igualmente eficientes y que sean automatizadas. En este
sentido algunos de los equipos con prestaciones semejantes
son el Bead Ruptor (Omni International, USA) y el Multi-
Prep Rapid Homogenizer (Pro Scientific Inc., USA).

Por otra parte, para la extraccion de ARNm existe gran
diversidad de métodos, de entre los cuales el uso de TRIzol
(Invitrogen) es el mas difundido por ser el de menor costo, sin
embargo el uso de métodos con columnas estd ampliamente
generalizado. 11,12 De manera mas difundida estan el RNeasy
Mini Kit (Qiagen, USA), y otros de comercializaciéon mas
reciente como el NucleoSpin® RNA XS (Cultek) o el GeneJET
RNA Purification Kit (Life Technologies). En esta ocasion
nosotros hemos manejado un equipo automatizado, con el
inconveniente del incremento de los costos por prueba debido
a los insumos requeridos, si bien, la ventaja mas apreciada
es la posibilidad de procesar mayor cantidad de muestras en
menor tiempo. En la tabla 2 se muestra que aunque el Bullet
Blender Standard BBX24 es 4.1 veces mas caro que el Tissue
tearor, al procesar, para el caso de cordon umbilical, 4.8 mas
muestras en el mismo tiempo (15 min), el costo por prueba
por minuto de uso da 155.55 pesos MX para la primera opcion
y 177.06 pesos MX para la segunda. Mas aun, para completar
las 24 muestras con la segunda opcién hay que invertir casi
una hora mas y multiplicar el costo por prueba.
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Entonces, la eleccion del método de homogenizacién de
cordon umbilical sera de acuerdo a las capacidades instaladas,
experiencia y demanda de cada laboratorio.

Tabla 2. Costo de equipo y tiempo de procesamiento de 24

muestras.
Equipo Precio del | Capacidad| Tiempo (min) | Precio por
equipo* de para procesar | prueba en
muestras | capacidad 15 min
maxima
Bullet Blender | 56000 24 15 155.55
Standard
BBX24
Tissue tearor 13280 1 3 177.06

* Verificado al 18 de julio de 2015.

No podemos dejar de mencionar que, si bien con esta técnica
que comunicamos, obtuvimos ARNm en el 100% de los
casos, cabe mencionar que este porcentaje se vera reducido si
las muestras no se conservan en hielo seco o nitrégeno liquido
al momento de su obtencion, o bien, si no se almacenan
inmediatamente a -70 °C.

Conclusiones

Los pasos descritos en esta comunicacion para el manejo
de las muestras de vasos sanguineos de cordon umbilical,
ofrecen la posi- bilidad de obtener ARNm adecuado para la
cuantificacion génica.
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