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I.ntroducci6n 

En los últimos veinte años, uno de l.os problemas más 

signif'icativos en la investigación, el estudio de l.os mecanismos 

moleculares por los cuales las hormonas regulan los procesos 

bioquímicos en los tejidos de los animales superiores. Los trabajos 

experimentales en modelos animales, han permitido conocer algunos 

de los procesos que integran parte de estos mecanismos. 

La interacción hormona-receptor se demostró en tejidos 

espec{:ficos "blanco" ( 1), asi como en tejidos considerados "no 

blanco" (3, 11), lo que plantea para estos últimos, las preguntas 

sobre la na turaleze., propiedades y f'unciones de esos receptores; 

y si estas características son semejantes o diferentes a aquellas 

de los receptores a la misma hormona, presentes en los tejidos 

"blanco". 
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\..os estudios realizados han mostrado, por ejemplo, en roedores 

machos como la rata, que la castrnción en f:iu vida prepuberiil 

la administración de antagonistas androgénicos durante la vida 

fetal o peri natal, trae como consecuencia la manifestación de funciones 

de tipo "femenino" en el adulto (15, 17). 

Así, algunos investigadores (B, 10), al estudiar el patrón 

enzimático eBpccifico del metabolismo del cortisol en homogeneizados 

de hígado de rata macho, obGervaron el desarrollo de un patrón 

"masculino•• predeterminado por la acc16n hormonal androgénica en 

los primeros días de lo. vida del animal. Se ha propuesto a la 

testosterona como el ractor testicular que durante la vida neonatal 

de la rata induce o bien orc;aniza nuevos sistemas enzimáticos que 

se expresan durante la puber-tad, disminuyendo o t::liminando las 

potencial.idades básicas "femeninas" (9). 

La apar-ente ''masculinización'' el patrón de anzimae del 

metabolismo hepático de osteroides {11), di6 origen a la propuesta 

de clasificar a un erupo de enzimas, como programadaG irrevcrsib1emente 

por hormonas androgénico.s durante la etapa prcpuberal; se postuló 

que tal. vez los efectos neonatales de los andrógenos influyan en 

la unión de los esteroides en algunos tejidos "no blancoº, como 

el hígado, durante la vida adulta de la rata. 

En el laboratorio d~ Endocrinologia Molecular de la Unidad 

de Investigación Biomédica del !.M.S.S., dentro de proyectos 

de investigación el grupo pretende entre sus objetivos inmedia'Coa, 

caracterizar a ~ccptor estrogcnof'ílico que ha sido ais1ado 

y purificado (26) en la rata recién nacida. Estudiar e1 efecto 

de la gonadectomía sobre la presencia del receptor hepático para 
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estradiol con el prop6sito de esclarecer el posible mcco.nismo 

involucrado en el control de la concentración cli·cu1-ante de la 

hormona. mismo que :::;ervirá como paso inicial para nclarnr la presencia 

y la función del receptor estrogenofilico, mediante estudios analíticos 

en fracciones citosólica y nuclear hepáticos. 

Para el desarrollo del trabajo experimental, se requiere 

seleccionar, establecer y estandarizar. diversos técnicas de medici6n 

para la caracterización del receptor cctrogenofili co hepático; 

entre fü:.:;tns, es necesario contar con un procedimiento confiable 

y práctico para medir el contenido de ADN en tej ído total y núcleos 

hepáticos purificados, cuyos resultados determinen la capacidad 

de unión de las f'racciones ci tosólica y nuclear (núcleos purificados) 

los complejos hormona-receptor. 

Al inicio del trabajo experimental se desarrolló la técnica 

propuesta por Gilco-Mye:-s para la cuantificación del ADN por 

colorimetría. r~o se lograron resultados confiables, a pesar de 

seguir f'ielmente las indicaciones dadas por los• autores, asi por 

ejemplo, los datos de cuantificación de solución de patrones primarios 

de ADN carcclan de reproducibilidad y exactitud. 

Por tal motivo, en este trabajo consideró necesario 

~standarizar Ja técnica de valoración con difenilamina que comprendió 

las siguientes etapas: determinar la capacidad de solubilización 

del estándar primario en medios ácidos y alcalinos; estudiar las 

concentraciones óptimas y el orden de adici6n adecuado de los react;tvos 

paro la f"ormación de los complejos coloridos y 1levar a cabo su 

validación. 



Objetivos: 

1.- Recopi1ar, analizar y seleccionar la in.formación sobre las 

técnicas y procedimientos para la cuantif"icaci6n del ADN. 

2.- Adaptar la técnica cuantitativa seleccionada. 

3.- Estab1ccer las condiciones de la técnica colorimétrica modificada. 

4.- Estandarizar y evaluar la técnica seleccionada. 



Capítulo 1 

Comentarios sobre los ácidos nucleicos. 

Los ácidos nucleicos encontrados todos los organismos 

vivos son de dos tipos: ácido desoxirribonucleico (ADN) y ácido 

ribonucleico (ARN), cuyas funciones biológicas primordiales son 

contener y transmitir la in.formación genética. 

Los ácidos nucleicos están formados por cadenns polinucleotídicas 

enlaces fosfodiéster entre unidades { f'igura 1); en su 

composición difieren en una sola base pirimidínica, el ARN contiene 

uracilo y el Am~ timino. (f'iguro 2). En cuanto a carbohidratos, 

la ~ -2-D-desoxirribosa. se encuentra en el ADN y la (?'-D-ribosa 

el ARN ( f"igura 3) • 

1 .. 1 Acido desoxirribonucleico .. 

En 1943, se identif"icó al ADN como el portador de la inf'ormación 
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genética (2); estudios posteriores de cnrac teri sticas 

f'isicoquímicas condujeron a las siguientes conclusiones: 

Las muestras de ADN aisladas de distintos tejidos de 

misma especie poseen igual contenido (tabla 1 y 2), que no se madi f"ica 

con la edad, nutl•ici6n o cambio de ambiente. 

composición es diferente de una especie a otra. 

Sin embargo, la 

En casi todos 

los ADN examinados, la suma de los pares de bases A + G es igual 

a la suma de los pares de bases C + T. 

En las especies muy relacionadas, los ADN son de composición 

semejante, mientras que los de especies muy lejanas es posible 

que completamente distintos. 

De hecho la composición de bases del ADN puede utilizarse 

para una clasificación taxonómica de las organismos. 

En 1953, Watson y Crick (32) postularon un modelo tridimensional 

preciso para la estructura del ADN, basado en los datos de royos 

X de Franklin y Wilkins (33) y en las equivalencias de bases de 

Charga:ff ( 4) • 

Ese modelo sólo explicaba muchas de las observaciones 

sobre propiedades químicas y :físicas del ADN sino que sugería un 

posible mecanismo por medio del cual la información genética podía 

replicarse con exactitud. 

La estructura del ADN consiste en dos cadenas polinucleotídicas 

(:figura 5). enrolladas a un mismo eje y !"armando una doble hélice. 

Las cadenas son antiparalelas y se orientan en direcciones 
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opuestas. En el interior de la hélice doble se encuentran las 

bases purínicas y pirirnidínicas, con sus planos paralelos entre 

sí y perpendiculares al eje de la doble hélice, mientras que los 

grupos fosfato y los carbohidrotos ubican en su perif"eria. 

Los pares permisibles fl. - T y G - C, que son precisamente 

las porejQ(; que muestran en el ADN una equivalencia (í'igura 6) 

( 12). Las bases guanina-el tesina están unidas por tres en1accs 

de hidrógeno y adcninn-timina por dos (figura 4). 

Con la utilizaci6n de los rayos X se observó una periodicidad 

de 3.'1 A. Para explicarla \llatson y Crick postularon que las bases 

encuentran apiladas en sentido perpendicular al eje l.argo, 

manteniendo una distancia entre ellas de 3.4 A de centro a centro. 

Existen 10 nucleótidos en cada giro completo de acuerdo con la 

distancia secundaria de 34 A. Además, un surco helicoidal o ranura 

mayor y otra menor (figura 5) ( 1 2) • 

Las cadenas polinucleotídicas son complementarias una de 

la otra, pero sólo puede existir tal complementariedad si laa cadenas 

están orientadas en direcciones opuestas. 

Con la técnica de dif'rncci6n de rayos X de las cadenas del 

ADN, se dedujo que podia presentarse como mínimo en dos ::Cormas: 

la B (descubierta por Watson y Crick) y la A. 

Además, ha sido posible observar ciertas secuencias alternantes 

de purines y pirlmidino.s poco comunes, susceptibles de suf"rir una 

conversión de hélice B dextrógira normal a levógira, llamada forma 

Z cuya identificación se debe a Alexander Rich (28). 
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El esqueleto del ADN-Z sigue estructura más irregular 

que el de la forma By los dos surcos (mayor y menor) que se encuentran 

a lo largo de la hélice B, se reemplazan por un único surco 

el ADN-Z. t.os átomos que determinan el surco mayor del ADN-B 

desplazan hacia la superf'icie del dúplex de tipo Z. 

Las :formas poco usuales, como el ADN-Z, requieren del 

desenrollamiento del ADN-B; cualquier tensión sobre '1a molécula 

del ADN-B que tienda a desestabilizarla favorecerá la aparición 

de catas estructuras poco comunes. Este tipo de estructuras pudieran 

servir de señales de reconocimiento, importantes para 

biológica del ADN ( f'igura 7). 

la función 

BiosíntesiB de nucle6tidos. 

Los nucleótidos se forman por diferentes vías: la biosíntesis 

de nucleótidos pirimidínicos y la biosintesis de nucleótidos purínicos. 

El urid!n-5-monof'o~f'ato (UMP) el producto final de la 

vía de las pirimidinas, el cual sirve como precursor de todas los 

nuclcótidos, tanto los desoxirribonucle6tidoa como los ribonuclcótidos 

pirimidínicos. 

El inosín-5-monof'os!'ato {IMP) el producto f'inal de la 

vía de las purinas, el cuol es convertido en ribonucleótidos y 

dcsoxirribonucleótidos purínicos. 

La base nitrogenada en el UMP es uracilo y en el IMP 

hipoxantina. En ambos procesos el componente fosf'orribosa 

suministrado por el 5-.fosforribosil-l-pirof'osfato (PRPP) { f'igura 

8). 
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Bioointcais de UTP, CTP 1 GTP, ATP .. 

La formación de UMP e IMP representa la primer ~tapa; la 

segunda consiste en la conversi6n de estos ribonucleósidos a los 

ribonucle6sidos trifosfatos: UTP y CTP a partir de UMP y GTP y 

ATP a partir de IMP. La tercer etapa implica los desoxirribonu-

cle6sidos tri fosfatos. la conversión reducti va de (?>-0-ribosa en 

f'-2-0-desoxirribosa ocurre a nivel del nucle6tido; los desoxirribonu­

cle6sidos tri!"osf'atos se requieren para la biosíntesis de AON. 

PRECURSORES PRECURSORES 

1 
lª etapa 

1 
lª etapa 

U M P ·m/' 2• eta~ 2• 

U T P d T T P G T P d G T P 

C T P 31 etapa d C T P A T P 31 etapa d A T P 

Comportamiento del ADN en solución. 

El ADN es un ácido polibásico í'ucrte; a pH superiores ·a 4 

iones di valentes y a proteinaa básicas como las histonas 

y es as{ como se encuentra ~n la cror.i:::i.tina de cf';lul as eucari6ticas. 

La máxima estabilidad de los enlaces de hidrógeno está entre pH 

de 4 y 11, f'uera de estos límites son inestables. 

La rigidez de la estructura del ADN causa gran viscosidad, 

aún en soluciones muy diluidas, su cor.f"iciente de sedimentación 

y su peso molecular se calculan por ultracentriíugación. 



El ADN experimenta un dcsenrollamiento nl al someterlo 

pH extremos, calor, disminución de la constante dieléctrica, 

diversas concentraciones de y salutes similares¡ la 

desnaturalización cambia propiedades físicas: disminuye la 

viscosidad, aumenta la absorción a 260 nm, la rotación óptica 

máa negativa y aumenta la densidad de flotación. 

El ef'ecto del aumento de absorción o erecto hipercrómico, 

está relacionado el contenido de pares A - T, cuanto mayor 

es la cantidad de estos pares, mayor ce la absorción. 

La desnaturalización térmica ''fusión 1
' (Tf') aumenta 

proporcionalmente con el contenido de pares G - C; cuant.o mayor 

es la cantidad de éstos, la estructura es más estable y se requerirá 

mayor energía para desestabilizarla. 

1.2 Acido ribonuc1cico. 

Parn el funcionamiento normal de una célula el ARN es tan 

importante como lo aon el ADN y las proteínas, ya que sin él, el 

mensaje genético nunca llegaría a expresarse. 

El ARN experimenta maduración su molécula inicial 

hasta transf'ormarse en ARN mensajero (ARNm). Existen otros dos 

tipos de ARN; el ARN ribosomal (ARNr) y el ARN de trnnsferencia 

(ARNt). Del ARN ribosomal, han identif'icado tres especies, 

del ARN de transferencia se han encontrado hasta sesenta eopecies 

y del ARN mensajero se han conocido varios cientos. 

En casi todas las células la cantidad de ARN es mayor que 

la del ADN: por ejemplo, en células eucari6ticas el 11% del ARN 
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total se encuentra en el núcleo como ARHm, el 15% en la mi tocondria 

ARNt y ARNr, alrededor del 50% 

y cerca del 24% como ARtlt en el citosol. 

los ri boso!llas como ARNr 

En las bacterias, el ARN encuentra en el citoplasma; 

aproximadamente el 2% es ARNm; el 16% es de ARNt y el 82% como 

ARNr. 

Para la síntesis de proteínas, las regiones con información 

especifica en el ADN son trascritas al ARNm y en los riboeomas 

el mensaje traducido en la proteína correspondiente; además 

se requiere que los aminoácidos se activen por una rcacci6n que 

depende del ATP, convirtiéndolos compuestos de al ta energía 

muy reactivos, que junto con el ARNt forman el aminoacil-ARNt. 

La formación del complejo procede a través de dos etapas: 

a) 

b) 

aminoacil-ARNt 
aminoácido + ATP -------­

sintetasa ( Mg ++) 
aminoacil-AMP + PPi 

aminoacil-ARNt 
aminoar;il-AM.P + ARNt---------~ 

sintetasa (Mg++) 
aminoacil-ARNt + AMP 



Capítulo 2 

Métodos químicos para la cuanti:f'icaci6n de 6.cidos nucleicos. 

Los métodos para la cuantif'icaci6n de ácidos nucleicos han 

sido agrupados de la siguiente manera: cuantificaci6n del :fósforo, 

cunntif"icnción de pentosas, absorción de luz ultravioleta y métodos 

f'luorométricos. 

En el primer método, para la cuantificación del :fósforo, 

los ·compuestos que lo contienen son hidrolizados a f'6s!'oro inorgánico 

utilizando ácidos concentrados en caliente. 

En cuanto a los métodos de determinación del ARN, por medio 

de la cuantificación de la ribosa basados procedimientos 
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colorimétricos, incluyen la reacción con: orcinol, anilina, carbazol. 

antrona, etc. Dentro de é$tos. la técnica de mayor uso ha sido 

la reacción con orcinol, cuyo paso inicial 

pentosa 8.cido caliente. transfcrmá.ndose 

la reacción de la 

furfural, que nl 

reaccionar con el orcinol desarrolla unn coloración verde. 

La detertninación del A.DN por la cuantit'icación de la 

dcsox.irribosa que reacciona con reactivos como: dif'enilamina, indol, 

cisteína, triptofano, cloroglucinol, p-ni trorenilhidrazina y antrona 

formando complejos coloridos. En el procedimiento de la dif'cnilamina, 

descrito por Dische, la deaoxirribosa reacciona con la dif'enilamina 

en una mezcla de ácido acético-sulrúrico a lOO'>C, dando una coloración 

azul estable (6)- Burton (6) modificó la técnica al ai'íadir 

acetaldehido con un calentamiento a 30°C por varias horas. 

La cuanti Cieaci6n de los ácidos nucleicos por espectrofotometrla 

en la región de luz ultravioleta se f'undnmenta en la absorción 

característica de las bases purínicas y pirimidínicas en la regi6n 

de los 260 nm, proporcionando una medida para cuantificar ácidos 

nucleicos. La aplicación de este principio aprovecho dos propiedades 

de los ácidos nucleicos: la capacidad hipercrómica y la naturaleza 

aditiva de la absorción <:l~ nucleótid.os en mezclas de ellos. 

La alta sensibilidad de los métodos f'luorométr-icoa es empleada 

para la determinación de ácidos nucleicos en donde la cantidad 

de tejido puede estar limitada. Por este método, la desox:irribosa 

reacciona con el ácido 3,5 diaminobcnzoico con 

extraordinaria para medir ha.ata 2 ng de ADN. 

metodo es una extracei6n previa de lípidos. 

sensibilidad 

Una limitan te del 
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2~1 Extracción y sepnraci6n de ácidos nucleicos. 

Para utilizar cualquiera de lao técnicao de cuantilicaci6n 

del ADN o ARN anteriormente descritas, es nccenario inicialmente 

extraer y separar estos compuestos a partir de los tejidos que 

los contienen. 

De los métodos disponibles p.:::ira fraccionar y separar los 

ñcidos nucleicos la mayor parte de los autores han utilizo.do 

básicamente los dcscri tos por: Schmidt-Thannhauser (30), 

Schneider ( 31), Ogur-Rosen ( 27} y Se taro-Mor ley ( 29). 

En los tres primeros métod0s, en los pasos injcinlcs :>e separan 

moléculas pequeñas y lípidos que interfieren en la cuantilicaci6n 

de los ácidos nucleicos. 

La separación inicinl de los compuestos de bajo peso molecular 

se hace por la precipi taci6n con ácido tricloroacético. perclórico 

o sulfúrico Geguido di;! una centri:fugación o :filtración. Los lípidos 

son extraídos por variedad de disolventes, despuén de l.a 

precipitación con ácido en f"r.ío; por t!jemplo el extracto de tejido 

se trata con etanol al 95% y mezcla de etanol-éter 3:1 

ebullición; otras mezclas de disolventcn son metanol-cloroformo 

o metanol-éter .. 

Procedimiento de Schncider .. 

En eat<J. técnica el homogeneizado de tejido se tral.a con ácido 

:frío, seguido de una extracción de lípidos con disolventes~ 

enseguida 

al 5%. a 

se extraen los ácidos nucleicos con 

90ºC. durante 15 minutos. Después 

ácido triclot'oacético 

el ARN se cuantifica 
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orcinol y al AON con di-fenilamina. 

Esta técnica -fue utilizada por Hutchison, Downie y Munro 

(18} para la extracción de ácidos nucleicos en hígado y bazo de 

rata (-figura 9). 

Proced..im!cnto de Ogur-Rosen. 

Originalmente el método :fue descrí to para análisis en plantas 

y después modificado para tejido animal y microorganismos, 

Los lípidos son extraídos inicialmente del tejido en estudio 

con disolventes, seguido por una separación de moléculas de bajo 

peso molecu1ar con ácido perclórico Q.3 mol/L, después ácido percl6rico 

1 mol/L a 4ºC 18 horas para separar el ARN, ambos ácidos nucleicos 

se valoran por el contenido de rósf'oro o las pentosas presentes 

(f'igura 10). 

Procedimiento de Schmidt-Thannhauser .. 

La técnica es útil para obtener los ácidos nucleicos de plantaB, 

tejido aníma1 y microorganismos. 

El homogeneizado de tejido es tratado primero con ácido en 

:frío que extrae las moléculas de bajo peso molecular, seguido por 

una extracción lipídica y una hidrólisis alcalina con acidif'icación 

posterior, con lo cual se obtiene la :fracción de ARN en el sobrenadante 

y en el precipitado ADN junto con proteínas. El ARN y el ADN se 

cuantif"ican por lo medición del f'ósf'oro (f"igura 11). 

Procedimiento de Setaro-Morley. 
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La técnica útil para extraer ácida desoxirribonucleico 

de tejido hepático de rata. 

Se prepara el homogeneizado de tejido al 20% peso/volumen 

con solución salina (0.9%); se centrifuga descartando el sobrenadante 

que contiene proteínas solubles • El prccipi tndo lava dos veces 

... vlución salina, ácido tricloroacético {0.6 mol/L) y acetato 

de potasio/etanol ( 1%), descartando el sobr<?nadante en cada paso. 

El precipitado obtenido ae trata con alcohol absoluto a 60°C 

durante 15 minutos, seguido de una centrif'ugaci6n descartando el 

sobrenadante; se utiliza un secado a 40ºC durante 15 minutos. 

El ADN se extrae del precipitado m~diante una hidrólisi.s 

con ácido percl6rico l mol/L a 75"C, durante 30 minutos; posteriormente 

centrifuga y alícuotas del sobrenadante se valora al ADN 

por el contenido de la pentosa presente (.la dcsoxi.rriboaa reacciona 

con el ácido 3,5 diaminobenzoico), .figura 12. 

2.2 Utilización de la dif'eni.lamina en ln cuantif'icaci6n del 

ADH. 

En 1930 Dische publicó la técnicn para 1.a medici6n del AON 

utilizando dif'enilamina como reactivo principal~ 
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Pirimidinucleósidos + Pirimidin!!_ 

O~C/H 
1 ¡-H2 
¡-H2 

H-C-OH 
1 

H-C-OH 
1 
CH

2
0H 

H - (CH2 J, - ¡¡ - CH2 - OH 

o 

O~c'H 
1 

<¡-112 >, 
C=O 
1 
CH20H 

w-hidrixilevul­
aldehído 

+ @JNH~ 

Difenila­
mina. 

Producto de condensaci6n 

longitud de onda máxima 

595 nm 

Los mecanismos de reacción que se han propuesto son: que 

la estabilidad de las uniones entre pirimidinas y la desoxirribosa 

es mayor que aquella de las uniones entre purinas y la desoxirribosa 

que son muy lábiles; ésto sugiere que tal vez, la difenilamina 

reacciona las moléculas de carbohidratos originalmente unidas 

a purinas en el ADN. La relación o.parente entre la desoxirribosa 

y el f'6sf'oro están de acuerdo con este mecanismo y con el hecho, 

de que el ADN de diferentes origenes parecen tener una relac i6n 

purinn-pirimidina cercano n la unidad (Chargaf'f 1955). También 

se ha propuesto que el :fosfato inorgánico liberado del ADN en las 

primeras etapas de la reacción con ln dif'enllamina, tal vez provenga 

de los enlaces de fós!'oro entre nucleótidos de purinas adyacentes 

la cadena polinucleotídica, esta liberación puede llegar a 

representar el 25% del f'ósf'oro total del ADN. El mecanismo de 
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eliminación del fosf'ato es desconocido. 

Deriaz, Stacey, Wiggins (1949) consideran que en la reacción 

:forma w-hidroxilcvulaldehído por la acción del ácido 

sobre el ADN o sobre la desoxirribosa y una condensación posterior 

con la dif'enilamina. 

Esto sugiere que los productos de condensación (por ejemplo 

bases de Schif':f) entre la amina y la desoxirribosa o w-hidroxilevulal­

dehído, sean los productos intermediarios. 

La acción del acetaldehido y de algunos otros o.ldehídos consiste 

en aumentar el desarrollo de color en la obscuridad, ougiriéndose 

que reaccionan dos moléculas del aldehído y una de la amina arorr.ática. 

La naturaleza de los compuestos coloridos formados la 

reacción de la dif'enilamina es desconocida. Los cambios el 

espectro de absorción en la reacción a 30°C, muestran que dos son 

los compuestos !'armados que pueden ser idénticos a dos de los seis 

compuestos detectados en la reacción a lOOºC (6). 

2.3 Modi:ficaciones a la técnica de la dif'enilwnina. 

En el curso de la investigación del metabolismo de los ácidos 

nucleicos durante la multiplicación de bncterióf'agos, Burton (1955), 

modif'!có la técnica al u.diciona1' acet:nldehído e incrementar el 

tiempo de incubación durante vario.a horas a 30"C, en lugar del 

calentamiento a lOOºC durante 3-10 minutos. 

El método fue modif'icado posteriormente por Giles-Myers (1965), 

quieneo al estudiar el contenido de ADN plantas y algunos 
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microorganismos, incrementaron la concentración de la difcnilrunina 

del 2 al 4% ácido acético glacial y además cambiaron el orden 

de adición de los reactivos, agregando el acetaldehido al f'inal. 

Después de las modificaciones de Burton y Giles-Myers la 

técnica con difenilamina quedó establecida en la siguiente f'ormo.: 

el estándar es solubilizado ácido percl6rico, la di:fenilamina 

ácido acético, adición del acetaldehido, incubación durante 

toda la noche, lectura de absorción a 600 nm contra blanco de 

reactivos. 



capI.tu1o 3 

Material y Jllétodoo. 

3 .. 1. Material .. 

Rea.e ti vos químicos. 

Acido perclórico 

Acetaldehido 

Acido acético glacial 

Di:fenilamina 

ttidr6:Kido de sodio 

A1lied Chemical 

Eastman 

Merck 

Baker 

Merck 
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3.2 Material biológico. 

H{gado de ratas edul. tas cepa Long-evans. 

AON de timo de ternera 

3.3 Equipo. 

Espectrofot6metros 

Baño scrol6gico 

Centrifuga 

Centr!:fuga 

Ul tracentrí fuga 

3 .. a.1 Método. 

Sigma Chemical 

Pye Unicam SPS-100 y Gilford 

260 

Aparatos eléctricos para bac­

teriología y química. J .M. 

Ortiz 

Beckman refrigerada J-68 

Sorvall RC-SB con rotor de á!!_ 

gulo "fijo tipo SM-24 

Beckman LB-70 con rotor de á!!_ 

gulo fijo tipo 40 Ti 

Para cuanti!'icar el contenido de ADN hepático, éste :fue ex.traído 

por el procedimiento de Setero y Morley, publicadc- en 1977 y descrito 

en el capitulo anterior. 

Cuanti:ficaci6n del ADN segÚn l.a técnica de Giles-Myers. 

Preparaci6n de reactivos. 

Acido percl6rico 

Hidróxido de sodio 

Difenilamina al 4% 

2 mol/L 

5 mmol/L 

ácido acético glacial 
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Dif'enilamina al '1% en ácido acético glaclul. 

Recomcndac iones: El volumen qua se? prepare de esta solución 

dependerá de lo. cantidad de tubos que requieran. El f'rasco de 

la difenilamina debe conservarse protegido de la lu¿ y abrirse sólo 

cuando sea necesario, ln luz y el aire descomponen el reactivo; 

lavar muy bien lo espátula antes de introducirla al frasco y no 

regresar el sobrante nl interior del mismo. La disolución se facilita 

empleando una varilla de vidrio y no introducir pipetas al frasco 

del. ácido acético . 

.l\cctaldehi.do. 

Nota; Para la prepo.raci6n de este reactivo todo el material 

empleado deberá ser enfriado previamente a o-a 0 c. 

En un tubo de centr'i.fuga graduado diluir 0.5 ml de acetaldehido 

11.5 ml de agua desionizada (concentraci6n final 32.5 mg/ml). 

Preparar esta solución cada semana y conservar en congelación. 

Diluir l ml de esta solución en 20 ml de agua deaio_niz.ada 

(conc:entraci6n .final 1.6 mg/ml.). Preparar esta solución unos minutos 

antes de ser utilizada y descartar el sobrante. 

Estándar de ADN .. 

Solución patrón de ADN. Pesar aproximadamente 10 mg de timo 

de ternera y disolver con 8 ml de NaOH 5 mmol/Lt después de 30 minutos 

de agit;;ación, aforar 

aproximada de l mg/ml}. 

el miamo disolvente (concentractón f'inat 

La concentración final del ADN se obtiene por dilución de 
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la solución concentrada de éste, de acuerdo al valor del coeficiente 

de extinción que se determine a 260 nm. 

Determinación de la concentración f'inal de1 estándar por 

obaorci6n en U.V .. 

Tomar 1 ml de la solución concentrada del estándar de ADN 

y diluir l.: 100 con solución salina; leer en cubeta de cuarzo de 

un centímetro de paso óptico, en espectrofotómetro o. 260 nm; y calcular 

la concentraci6n aplicando la siguiente ecuación ( 23): 

Concentracíón ADN en mg/ml 
(A260 nm) {factor de dilución) 

{coeficiente de extinción) (23.6) 

Sustituir el valor de absorción para determinar la concentración 

real del. ADN en la solución; con <:!l resultado de esta ecuaci6n 9 

diluir el. estándar de tal manera que de una concentración final 

de 1 mg/ml. 

So1uci6n de trabajo de ADN. En un matraz a:forado de 10 ml, 

colocar 2.5 ml. de la solución concentrada con pipeta volumétrica 

Y agregar 2.5 ml de NaOH 5 mmol/L más 2.5 ml de HC10
4 

2 mol/L. 

Durante 25 minutos hidrolizar a 70°C, dejar cnf'riar a temperatura 

ambiente y aforar a 10 ml con HC104 2 mol/L (concentraci6n :final 

250 pg/m1) 

Para la determinación cuantitativa del ADN, se seleccion6 

método de Giles, K.W. y Myers, A., el cual se desarrolló bajo 

las condiciones señaladas por los autores, de acuerdo al siguiente 

esquema: 
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Enquema de ]a técnico de Gi1es-Mycra .. 

Tubo O FA Estándar de HCl0
4 

Acetaldehido 

4 % AD ff 1 mol/L 1.6 ong/ml 

(l'l) (l'l) (pg) Cpl) (µl) 

Blanco 500 500 100 

40 10 460 

80 20 420 

3 120 30 380 

160 40 340 

200 50 300 

Incubación durante 20 horas a 30°C. Leer a 600 nm 

Al valorar el contenido del ADN en homogeneizados del tejido 

hepático de la rata, se encontró que los blancos de reactivos mostraban 

valores elevados de absorción (0.080 6 mayores). Por este motivo, 

!'ue nec11?sario estudiar y estandarizar las condiciones de trabajo 

en el desarrollo de la técnica. 

La mejor curva se denominará o aquella cuyo intercepto corresponda 

al valor pr6ximo a cero resultante de las dif"erencias de los valores 

de absorción de las concentraciones crecientes del estándar menos 

las del blanco. 

Ef"ectos de loa divcraoa componentes sobre el desarrollo del color. 

A contjnuación se dará una descripción detallada de los distintos 

análisis que se realizaron con el propósito de esclarecer cual o 

cuales reactivos, o bien cual o cuales condiciones en el desarrollo 
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de color están ejerciendo un efecto de aumento en la absorción del 

blanco de reactivos, que modifica en forma import:.lf\te la sensibilidad, 

reproducibilidad especif"icidad de la técnica. Loe reactivos 

analizados fueron: DFA, solubil ización del ADN. HC104 , acetaldehido 

y condiciones de temperatura de incubación. 

Anñl.isis del espectro de absorción de1 ADH estándar en la 

región u1trnvioleta. 

Un primer requisito en el estudio sistemático de una técnica 

calorimétrica involucra el análisis de la pureza química de la 

sustancia que será utilizada como patrón primerio o oecundario en 

la preparación de soluciones estándares para el montaje de curvas 

de calibración; para tal propósito el ADN es hidrolizado, diluido 

adecuadamente y determinado su espectro de absorción de 200 a 340 nm. 

La técnica consiste en pesar aproximadamente 15 mg de ADN, 

hidrolizar en 10 ml de soluci6n salina por agi taci6n continua durante 

48 horas (23); 1 ml de esta solución se diluye 1:~00 y en cubeta 

de cuarzo de un centímetro de espesor, se realiza un barrido de 

absorción en la región del ultravioleta de 200 a 340 nm, con una 

velocidad de 20 aeg/cm y un paso de luz de 1.0 cm con abertura de 

0.3 mm, en el espcctrofot:ómetro Gilf"ord y con la selección de tres 

escalas en el gra:f1cador. 

Ef'ectos de la concentraci6n de la difeni1amina (DFA). 

Para indagar cual o cuales reactivos contribuyeron al aumento 

de la abosorción inespecífica en los blancos de react:ivos, ruc 

necesario analizar los erectos sobre el desarrollo de color en la 
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reacción con el ADN. 

En virtud de que algunos autores han señalado que los cambios 

la concentraci6n de la dif'enilamina pueden aumentar o disminuir 

la absorción del ADN (6) onalizaron diversas concentraciones 

de la DFA: 2. 4 1 8, 16, 20, 24 mg d.:?l reactivo por tubo. 

Para. el desarrollo de la reacción calorimétrica. los demás 

reactivos se utilizaron de acuerdo a la técnica original, la cantidad 

del estándar f'ue de 20 pg por tubo, modificando única.mente las 

concentraciones de la difenilamina señaladas anteriormente y analizando 

cada una de ellas por triplicado, ha~ta completar un lote de 30 

tubos por cada concentración utilizada. 

Selección de la longitud de onda de la reacci6n calorimétrica. 

Una vez que se ha desarrollado el color una mezcla de 

reacción es indispensable realizar análisis de absorción 

el propósito de obtener un espectro dado' por la sustancia patrón, 

nuestro caso ADN, compararlo con el espectro del blanco de reactivos 

y seleccionar aquella longitud de onda donde se encuentre un pico 

máximo de absorción de ln muestra y un mínimo del blanco. que garantice 

aumentar la sensibilidad de la técnica por la selección de una región 

del espectro donde la absorción inespecifica mínima (blanco 

de reactivos) y los cambios en la intensidad del color por las 

dif'erentea concentraciones de la sustancia a medir sea máxima. 

Solubi1iznci.6n del ADH. 

Con e1 propósito de garantizar una completa solubilización 

del ADN para preparar las soluciones es t.ándar~a de trabajo, f'ue 
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necesario buscar otros procedimientos oquel señalado por 

Burton {G) y Giles-Myer$ (14); puesto que al inicio del estudio, 

las curvas de calibración dieron amplios límites de variación en 

los valores de absorción de cada uno de las concentraciones del 

ADN utilizado y cambios de pendiente en las curvas patrón Ge consideró 

que de las causas podria ser una solubilización incompleta del 

AON. 

Ante este problema, un segundo proceso de solubil i2ación 

que se analizó, consistió pesar aproximadamente 10 mg de timo 

de ternera y disolverlos en 8 ml de NaOH 5 mmol/L, agitar durante 

30 minutos y aforar a 10 ml; tomar 2.5 ml de esta soluci6n, agregar 

2 .. 5 ml de NaOH 5 mmol/L. más 2.5 ml de HCl04 2 rnol/L. Durante 25 

minutos hidrolizar a 70°C y aforar a 10 ml con HClOA. 2 tnol/L. 

Ef'ecto del ácido percl6rico. 

Giles- Myers la curva de calibración dese.rrol1aron el 

color agregando cantidades variables de HClO 4 1 mol/L (ver esquem11 

de la técnica) completando un volumen "final de 1.1 ml. En vit""tud 

que otros autores como Metcoí'f' (23) y Burton (6) utilizan otras 

concentraciones del mismo ácido en este trabajo se probaron la& 

concentraciones 2 y 3 mol/L del reactivo con el prop6si to de mejorar 

la sensibilidad y linenridad de la curva. 

Ef"ecto de1 aceta1deh!do. 

De acuerdo con las espec.if"icaciones señaladas en lo técnica. 

original utilizó el acetaldehido con concentración de 

1.6 mg/ml; por el hecho de que el blD.nco de reactivos moat:r6 absorción 
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inespecíf"ica elevada, fue necesario analizar otras concentraciones 

del reactivo. Para el trabajo experimental se desarrollaron curvas 

de calibración con 1.6, 3.2, 4.8 y 6.4 mg/ml. 

Como este estudio se realizó con el propósito de disminuir 

la absorci6n ineapecífica, las demás condiciones de la técnica se 

mantuvieron constantes. 

:Cnnuencia de la temperatura de incubación. 

Con el prop6sito de determinar si la absorción inespecífica 

f"ue e:recto de la temperatura de incubación, se desarrollaron curvas 

y se incubaron a dos temperaturas: 30°C y 37°C. 

An61isis matemático de las curvas de calibraci6n .. 

Con el propósito de establecer las posibles funciones de 

relación entre las distintas concentraciones de las sustancias 

estándares o de las sustancias problema representadas por 11 X". en 

el eje de las abscisas de la curva de calibración, contra las 

absorbencias resul tantea de estas sustancias representadas por 11Y" 

en el eje de las ordenadas estos datos í'ueron analizados por el 

método de los mínimos cuadrados y se hizo la correspondiente 

representación gráf"ica de la. recta de ajuste o de regresión (22). 



Capítulo 4 

Resul tadoo .. 

Extracci6n del ADH hepático de l.a rata. por el método de 

Setaro-Morl.ey. 

Como f'uc sei'ialado en la introducción. existía la necesidad 

de establecer técnicas que permitieran extraer el ADN de tejido 

hepático para medir la capacid;:id de unión de un esteroide con marca 

radiactiva al núcleo. relacionándolo con la cantidad de ADN presente. 

Por tal motivo, seleccionó al método de Setaro-Morley 

(29) que, como se indicó en material y método f'ue modif"icado para 

los propósitos del presente t:roba:jo. 
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De acuerdo con el esquema de extracción del ADU hepático 

descrito en la figura 12, después de los pasos de centrifugación 

6 y 7 extrajo al ADN por solubilización en 5.cido perclórico. 

La técnica colorimétrica de la DFA, permitió la cuantificación 

del ADN en las !"racciones d~ extracción, obteniendo recuperaciones 

del 93 al 108% de esta molécula, como se muestra en la tabla 3. 

Modif'icacionca a la técnica de Gileo-Myera para la cuantif'icnci6n 

del J\DN hepático de 1n rata. 

Como fue planteado, al realizar la cuantif'icación del ADN 

extraído a partir de homogeneizados de hígado de rata, a pesar de 

seguir las condiciones señaladas por los autores, el tubo blanco 

de reactivos mostró valores elevados de absorción de 0.080 o mayores. 

Esto sugirió la posible exii:;tcncia de sustancias contaminantes 

el desarrollo de la reacción calorimétrica, posibles alteraciones 

de re&ctivos o cf'ectos de las condiciones de la técnica. Por ello, 

fue necesario estudiar cada paso d€:l procedimiento, de acuerdo con 

lo descrito en material y método, presentando aquí los resultados 

obtenidos con las modi:ficaciones que 'fueron necesarias realizar 

a la técnica original. 

Determinaci6n del espectro de absorci6n .. 

La soluci6n patrón del ADN diluida adecuadamente, fue sujeta 

al análisis de espectro entre 200 y 340 nm. con escalas 

seleccionadas de 1:2, 1:1 y 1:0.5, encontrándose un pico máximo 

de absorción a 260 nm (f'igura 13) en cada uno de los espect?-os, 

dentro del intervalo de longitudes de onda anal izados. 



Ef'ccto de la concentración de lu dH"enilaminn. 

De acuerdo a lo señalado en material y método. al estudiar 

el ef'ecto de la concentración sobre el desarrollo de color desde 

2 hasta 24 mg de la DFA en la mezcla de reacción por tubo, en la 

tabla 4, muestran los valores promedio de nbsorci6n obtenidos 

con muestras de 20 yg de ADN por tubo; pres en tan con f"ínes 

comparativos los valores promedio de absorción que mostraron los 

blancos de reactivos correspondientes a 600 nm. 

Con el propósito de ilustrar el ef'ecto de la DFA sobre el 

desarrollo de color de los datos de absorci6n de las muestras se 

graf'icaron contra las diversas concentracioneg de DFA analiza.da. 

Las concentraciones del resto de reactivos se mantuvieron constantes, 

una sola concentración de ADN. 

En la figura 15, se observa que la curva de blancos de reactivos 

muestra variaciones en absorción de 0.020 a 0.035. sin que muestre 

tendencia alguna por el ef'ecto de las dif'erentes concentraciones 

de la DFA, excepto en la máxima concentración, 24 mg del reactivo, 

donde se observó un aumento de absorción a Q.045. En cuanto a 1oa 

tubos con ADN se encuentra que conf'orme aumenta la concentración 

de la DFA, existe incremento en color con valores de absorción 

de 0.030 hasta 0.310. 

Selccci6n de la long! tud de onda. 

Fara la determinación de la long! tud de onda adecuada 

desarrolló una curva patr6n y al tubo correspondiente a 30 J'8 de 

ADN se lt? dctcrmínó su absorción entre 200 y 700 nm, encontrándose 
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a 600 nm un pico máximo, con un mínimo de absorción de su respectivo 

blanco de react.ivo (:figuro lA). En el espectro de bnrrido, no hubo 

algún otro pico de absorción dado por el tubo de muestra. También 

se analizó el espectro de absorci6n del ADtl extraído del hígado 

de rata, según la técnica de Setaro-Morlcy (29); para tal propósito, 

el extracto de ADN se diluyó bajo las mismas condiciones seña.ladas 

para la solución patrón y sujeta al desarrollo del color con DFA. 

En la :figura 14, se muestran los espec tras de ubsorci6n de dos 

extractos distintos, leidos contra sus rezpectivoa blancos de 

reactivos; como se observa, los espectros de estos extractos mostraron 

solo pico de absorción máxima a 600 nm. 

Solubilizaci6n del ADN. 

La disolución del ADN en HC10
4 

1 rnol/L, según la técnica 

original dió absorbencias promedio de 0.130 a 0.940, como se muestra 

en lo tabla 5. La representación grá:fica de estos datos permi ti6 

hacer un análisis de la curva patrón con valores promedio, que se 

observa en la :C'igura 16, cuyo intercepto tiene un valor negativo 

(-0.065); además, los valores de ADN correspondientes a las 

dif'erentes concentraciones en la curva, por ejemplo 10 y 20 ó 20 

y 40 pg no hay proporcionalidad en los valorea de absorción obtenidos. 

La disoluci6n del ADN en NaOH 5 mmol/L más HCl0
4 

2 mol/L 

di6 absorbencias promedio de 0.160 o.sao {tabla 5), cuya 

cuya representaci6n g.ráf"ica en lo :figura 16 di6 un intercepto próximo 

a cero (0.016). 

F.f"ecto del ácido pcrcl6rico. 

Con relación al desarrollo del color a pH ácido, en la técnica 
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originol se agrega HCl04 1 mol/L o los tubos de reacción; en este 

trabajo, con el propósito de diE;minuir el incremento de absorción 

inespecífica se adicionó !-1Clo
4 

2 y 3 mol/L. 

continuación muestran los resulto don de los valores 

de absorción promedio pura cada una de los correspondientes 

concentraciones de HClO 
4

• Para la curva con HClO 
4 

1 mol/L, los 

absorciones promedio f"ueron 0.150 o 0.470, para la concentración 

2 mol/L, las absorciones promedio f"ueron 0.180 a 0.800 y para 3 

mol/L fueron de 0.300 a 0.960 (t3bla 6). 

Las curvas patrón reoul tantes se muestran en la :figura 17. 

El análisis por mínimos cuadrados de la curva HC10
4 

1 mol/L di6 

la menor pendiente 7. 7 x 10-3 y con intercepto de 0.061; la curva 

correspondiente a HC10
4 

3 mol/L dió una pendiente de 0.0166 y fue 

paralela a la de 2 mol/L, pero con un intercepto de Q.126, que es 

mayor al de la curva de concentración de HClO 
4

: la pendiente 

de 1a curva con HCl04 2 mol/L fue de 0.0156 con un intercepto de 

0.020. 

E:fccto de la concentraci6n del acetnldehído. 

Otro de los parámetros que analizó f'ue el ef'ecto sobre 

el desarrollo del color por cambio las concentraciones del 

acetaldehido que en la técnica origJ nal se prepara. en cantidad de 

1.6 mg/ml, agragando al tubo de reacción 100 pl de estn ooluci6n 

(concentración f'inal 160 pg/tubo). 

Al desarrollar el color, el blanco de reactivos dió un intercepto 

de 0.080, por lo cual :fue necesario analizar otrao. concentraciones 
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del reactivo, que fueron 1.G, 3.2, 4.8, C,ti mg(flll, agragando 25 

pl de co.da conc-..mtración a la me1.cla de reacción. En la tabla 7, 

indican los nbsorciones promedio correspondientes a las cuatro 

diferentes cantidar.ll!S de acetaldehido analizadas. 

En la figura 18, presentan las curvas respectivas~ cuando 

el reactivo se utilizó n lo concentración original, el intercepto 

fue de 0.026 y la pendiente 0.0154, mientras que al duplicar la 

concentración, hubo incremento en las absorciones resultando 

una curvo. pnralela pero un intercepto de 0.076 y pt!n.dicnte de 

0.0156; en cambio cuando se triplicó o cuadruplicó la cantidad de 

acetaldehido hubo un aumento en la absorción con cambios de pendiente 

de o.017 e intercepto de 0.096 para 4.8 mg/ml y de pendiente de 

0.0186 e intercepto de 0.012 para 6.A mg/ml. 

Inf"luencio de la temperatura de incubación sobre el desarrollo 

de color. 

Para el de sarro l. lo del color, se indica una temperatura de 

30ºC y las curvas tuvieron absorciones promedio de Q.160 n 0.800 

pero cuando ln temperatura de incubación fue de 37ºC fueron de 

O.l.90 a 0.820, como se muestra en la tabla 8. La rcprcscntac ión 

gráfica de estos datos para la incubación a 30°C di6 una curva con 

intercepto de cero y una pendiente de 0.016. Ambas tempera turas 

de incubaci.ón dieron valores de absorci6n aemejantes, sobreponiéndose 

casi totnlmente las curvas patrón (:figura 19). 

Condiciones f"ina!es en c1 desarrollo del color por la DFA. 

A través del desarrollo experimental en este trabajo, 
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han presentado las madi :fj cae iones que fueron necesarias real i =.ar, 

con el propósJ to d(' intPer~H· un::-. ':•lcnic'-1 qu1± proporctone rcsul tndo:.:; 

conf'iables en la cuanti:ficación del ADr: por análisis calorimétrico 

con DFA. Por lo tanto, una vez e.o;t.ablccidas estas modif'icaciones, 

el procedimiento para la ejecución de la curva potrón con soluciones 

estándares de ADN quedó de la siguiente manera: 

Soluciones reactiva.a. 

a).- Solución patrón de ADN concentrada disuelta en NaOH 

5 mmol/L, 1 mg/ml. 

b) .- Solución patrón de ADN de trabajo, disuelta en NaOH 

5 mmol/L más HC104 2 mol/L, 250 f&/ml. 

e).- Acetaldehido, 1.6 mg/ml. 

d).- Dif'enilamina al 4% dH;uclta en ácido acético glacial. 

Cuando estas condiciones de trabajo se npl icaron a soluciones 

de ADN la ejecución de curvas patrón, el análisis de la 

determinación de las pendientes, los interceptas. covarianzaa y 

coef'icientes de correlación, con:formarán si es 

i--eproducibilidad de la técnica modi:ffcadn de la DFA. 

adecuada 1a 

Además, la 

interpolación de los vdlores de absorción del ADN problema extraído 

de tejidos hepáticos de rata en el laboratorio, también mostrará 

si se logró la precisión esperada en la cuantif'icación de este 

compuesto;: como ejemplo de este análisis se muestran en 1a tabla 

9 los datos de absorción y la ecuAción de la recto y los parámetros 

covarianza y coeficiente de correlación, y en la f'igura 20, la 

representación ,gráf'ica de la recta de regresión resul tant:e que 
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integra a la curva de calibración. 

Con los datos da absorción, se calculó la pendiente de 0.0162 

con intercepto de 0.020, y una covarianza de 0.004 

a cero y un coeficiente de correlRción casi igual {0.9998) 

tabla 9. 

La técnica ya modificada quedó establecida en este trabajo 

de acuerdo al esquema siguiente: 

Tubo 

Blanco 

2 

4 

5 

Esquema de la técnico de Gilea-Mycrs rnodií'icada .. 

HCL0
4 

2 mo1/L 

Acctaldchído 

500 

460 

420 

380 

340 

300 

1.6 me/ml 

<pll 

25 

Incubación durante 20 horas a 30°C. Leer a 600 nm. 

Aná1iaia de las curvas patrón con ln técnica propuesta. .. 

Tomando cuenta todas las modificucionco de ln técnica 

con DFA, que :fueron sujetas a evgluación en el presente trabajo, 

se desarrollaron varias curvas calorimétricas durante tres meses, 

los datos de absorción del blanco de reactivos y las correspondientes 

o las distintas concentraciones del ADN coloridas fueron sujetas 
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al análisis de resultados con el propósito de determinar los variables 

de la curva de calibración de la técnica ya estandarizada. 

Con el p1·opósito de evaluar la scnsibi lidad porcentual de 

la técnica (19}, utilizando los datos de absorción del ADN obtenidos 

de la de calibración mostrada en la f'igura 20, se consideró 

100% la absorbencia obtenida con 25 rng/dl del ADN 

(tabla 10) por corresponder al tubo con la más al ta cromogenicidad 

y este valor porcentual se relacionó con cada una de las absorciones 

de las concentraciones del ADN estándar. La gráf"ica 

resultante que muestra la sensibilidad porcentual de la técnica 

calorimétrica al ADN se muestra 

de pendiente es de 0.016.? con 

0.9998 y un intercepto de 0.020. 

la figura 21 donde el valor 

coe.ficiente de correlación de 

Análisis de los datos experimentales de la curva patrón mediante 

el método de Ringbom .. 

Con el propósito de determinar el intervalo útil de concentración 

la curva estándar y la sensibilidad de la técnica propuesta 

en este trabajo para la cuanti:ficación del ADN, los datos de 

concentración y absorción de la tabla 9, 

según lo propuesto por Ringbom (13}; 

analizaron matemáticamente 

la tabla 11 oe muestran 

los resultados de este análisis y en la :figura 22 presenta la 

curva de Ringbom resultante, correlacionando el logaritmo de la 

concentración del ADN contra sus reepecti vos valores de absortancia 

(Absortancia = 100 - % T ; % T = antilog de 2 - A}. 

Con estos valores 

indicado en la tabJ a 12. 

calculó el error fotométrico porcentual, 
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El error !'otométrico correspondió a 2.87% cuando la pendiente 

:fue de 80.07; la interpolación de este dato en la curva (figura 

22) permitió determinar le sensibilidad de la técnica que fue de 

1.Q pg. De acuerdo n lo establecido por Ringbom, los valores de 

los errores fotométricos obtenidos según las pendientes calculadas. 

fueron menores del 5% (tabla 12}. lo que significa que el intervalo 

útil de la curva al relacionar la absorción contra la concentración 

del ADN en muestras problema, estará entre 10 pg/ml, como límite 

inferior y 50 yg/ml de ADN como límite superior. 

(% error fotométrico = 2!º . donde m = pendiente). 



cap:ttu1o 5 

COIQCntarlos y conclusionee .. 

En el. análisis de la intcracci6n de la hormona esteroide 

radiactiva con su receptor intranuclear, es primordial medir la 

cantidad de hormona radiactiva incorporada por unidad de ADN; por 

lo cual, en el laboratorio de Endocrinologia Molecular surgió la 

necesidad de establecer una técnica que en 'forma rápida y confiable 

conduzca n l.a cuantificación de1 A.Dr~ hepático. 

En este trabajo, el propósito fundamental fue establecer 

las condiciones y el procedimiento que permitan sistematizar una 

técnica calorimétrica con la DFA (6) para cuantificar el ADN extraído 

del hígado total y de los núcJ.eos purificados del hígado de la 

ESTA 
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rata recién nacida. 

Con la técnica de Seta ro-Mor ley con agentes prccipi tan tes, 

disolventes, centrifugaciones y solubilización en caliente, 

lograron extraccJones ef'icientes del ADN hepático 

óptimas alrededor del lOOX. 

recuperaciones 

En su prop6si to de extraer el ADU, este procedimiento se 

semeja a la técnica propuesta por Schneider (31} • que comprende 

una extracción ácida en !'río, solubilización de lípidos en disolventes 

y una solubilización ácida posterior del ADN caliente; pero 

a di f'erencia de éste, Se taro utiliza inicialmente di sol ventes con 

solubilizaci6n en caliente lo cual conduce a una separación ~xhaustiva 

de lípidos y dos pasos sucesivos de Solubilizaci6n del ADN en ácido 

perclórico. 

La crítica al método de Setaro podría ser un mayor número 

de pasos en el proceso; nin embargo, ésto es una garantía de lograr 

recuperaciones adecuadas del ADN hepático, además de of'recer la 

ventaja de agregar disolventes saturados con acetato de potasio 

lo cual disminuye signif'icativamente la hidrólisis del ADN (29). 

En este trabajo se con.Cirma que en las condiciones de ensayo, ~ 

la técnica de extracción resultó la adecuada, a dif"erencia 

de otras que f'ueron desarrolladas el laboratorio (23} y que 

proporcionaron porcentaj~s bajoo de recuperación. 

En la estandarización de la reacción calorimétrica con DFA 

para la cuantif"icación del ADN, una de las primeras condiciones 

de análisis fue descartar la presencia posible de sustancias 
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contaminantes en el ADN del timo de ternera utilizado para la solución 

patrón. 

A través del barrido del cspf!ctro de aboorción entre 200 

y 340 nm, la presencia de un solo pico de nbsorci6n a 260 nm, indica 

la pureza del ADN contenido en las soluciones patrón y conf'irma 

lo señalado por los proveedores en el producto comercial. 

Los incrementos inespecíiicos de absorci6n por los ácidos 

nucleicos en la región del U, V. sugieren la presencia de peptidos 

y proteínas, entre otras sustancias contaminantes (6). 

Para la cuantificación calorimétrica del ADN, se encontró 

que la concentración adecuada de la DFA para el desarrollo del 

color, f'ueron 20 mg que adicionaron en la mezcla de reacci6n 

y produjeron la intensidad de color adecuada con un valor de absorción 

m!nimo para el blanco de reactivos, y aunque concentraciones mayores 

del reactivo aumentan la intensidad del color, el reactivo blanco 

correspondiente también incrementa su absorción. 

Por lo anterior, rcsul taría inadecuado utilizar cantidades 

mayores del reactivo a la concentración util-izada en esta técnica, 

que corresponde a la concentración indicada la técnica 

original {6), por tal razón este reactivo no interf'irió iryicialmente 

en los aumentos de absorción inespec!:fica, en el reactivo blanco. 

Aunque no se ha establecido claramente el mecanismo de reacción 

de la DFA, se ha demostrado que reacciona con la deaoxirriboea 

unida a lns purinas (6). 
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Selección de la longitud de onda. 

En cuanto a la. selección de la longitud de onda para leer 

las muestras coloridas resultantes entre las diferentes concentraciones 

del ADN y la DFA, el valor de máxima <.1bsorción por la muestra 

(30 pg de ADN) fue de 600 nm, valor que corresponde al señalado 

la técnica original (6), que se observa en el espectro de absorción 

de la reacción calorimétrica (f'igura 14). Aunque hay 

importante después de 380 a 425 nm, también existe 

absorción 

absorción 

casi en paralelo del rt:-activo blanco, mientras que a 600 nm la 

absorción de este blanco, es la mínima. 

La longitud de onda a la que debe leerse una reacción colorida, 

será aquella donde se detecten cambios en el desarrollo de color, 

consecuencia de las diferentes concentraciones de la sustancia 

a medir y que el reactivo blanco al dar la mínima lectura de absorción. 

garantiza la eliminación de absorción inespecí:fica. Es conocido 

que el pico máximo de absorción dado por la muestra a medir, 

siempre corresponde a una longitud de onda donde la técnica 

más sensible, sino ésto tiene que ser probado experimentalmente, 

es decir en cantidades dif'erentes de la muestra a medir, trazar 

1as curvas de calibración correspondientes y analizar sus parámetros, 

como pendiente. intercepto, coeficiente de correlación, etc., para 

definir este límite de sensibilidad (7). 

Solubilt7".aci6n del ADH .. 

Con relación a la preparación de las soluciones patrón del 

ADN utilizando un producto comercial purif'icndo de timo de ternera, 

1a solubilización en HC104 1 mol/L, no dió curvas de calibración 
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con la linearidad y reproducibilidad adecuadas; Munro {24}, 

la parte de procedimientos para la extracción y separación de ácidos 

nucleicos, cita los múltiples trabajos que a través de la literatura 

han sido publicados sobre la estabilid<'.ld del ADN en reactivos ácidos 

o alcalinos. Algunos autores indican en esta exhaustiva revisión, 

que el ADN presenta una mayor estabilidad cuando se utilizan 

condiciones moderadas en su solubilización en el ácido perclórico, 

por ejemplo las concentraciones menores de l mol/L del reactivo, 

las bajas temperaturas (principalmente 

y tiempos cortos de solubilización. 

tempera tura ambiente) 

En este trabajo, la sol.ubilización del ADN en NaOH pera su 

utilización en las soluciones patrón, dió curvas de calibración 

con linearidad y sensibilidad adecuadas, lo que sugiere que la 

solubilizaci6n del ADN en el álcali satisfactoria, aunque este 

hecho no pudo compararse con datos en la literatura; Munro (24) 

seHala que el ADN es resistente a la exposición alcalina, por las 

siguientes razones: 

En el ARN la hidrólisis alcalina af'ecta al grupo hidroxi+o 

del carbono 2 de la ribosa, provocando la transformación espontánea 

del compuesto a 2 1 ó 3' nucleótidos; mi en trae que en el ADN, el 

carbono 2 de la desoxirribosa por carecer de hidroxilos, no es 

af'ectado por el álcali y transformarlo en los compuestos 2 '3 • 

f'oaf'otriésteres. 

Acido percl6rico. 

Durante el desarrollo del color resultan te de la mezcla de 

HC1G4 con DFA presencia de AD!'!, cu~~d0 s-~ utilizó la ~onc-entración 
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2 mol/L del ñcido, obtuvieron curvas de calibración con la 

linearidad y sensibilidad útiles para la cuantiiicación del ácido 

nucleico; cambio las concentracione!'; de HC10
4 

1 y 3 mol/L no 

cumplen con los requisitos. 

Durante la estandarización de la técnica de la DFA (6}, Burton 

utiliza concentraciones de HC10
4 

de 0.05, 1 Y 2 mol/L del reactivo 

a dif'ercncia de los resultados aquí obtenidos, él encontró que 

esta última conc~ntración disminuyó el desarrollo del color en 

30% con relación al máximo obtenido las caneen trae iones 

de o.os a 1 mol/L del reactivo en presencia de la DFA. 

Cuando se comparan volúmenes f'inales de las mezclas de reacción 

coloridas de la presente técnica y la propuesta por Burton, 

encuentra que nuestro procedimiento contiene cantidad de 

DFA (21 contra 24 mg), una moloridad mayor (0.0002 contra 0.0001 mol/L) 

de HC104 y una concentración menor de acetaldehido (0.164 contra 

0.176 mg}; cuando comparan las concentraciones equivalentes 

de 1 ml de la mezcla de reacción, la única dif'crencia es que la 

técnica de Burton contiene una molaridad menor de HC104 (0.0001 mol/ml). 

Las proporciones entre la DFA, HClo4 y acetaldehido probablemente 

favorezcan el desarrollo del color, de tal manera que las 

concentraciones anteriormente señaladas para nuestra técnica di6 

corno re:;;ultndo, un procedimlt:nto colorimétrico adecuado para ia 

cuantif'icación del ADN (tablo. 13). 

Acetaldehido. 

Con el :fin de disminuir la alta absorción del reactivo blanco, 
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otra modif"icaci6n a la t~cnl.ca .fue car.ibinr ]3 concentración del 

acetaldehído señalada por Gl. les-Mycr:; { 14); nl duplicar la 

concentraci6n del reactivo la mezcla de reacción ADN-DFA. 

logr6 un incremento en la absorción; de tal manera que la curvn 

de calibración resultante comparada con aquella de la técnica original 

dió un valor de pendiente semejante• pero con un intercepto tres 

veces mayor, las concentraciones al triple o cuádruple del reactivo 

también intensi:fican el color, pero igualmente aumenta el intercepto 

alrededor de O.l o más de absorción. 

Burton. quien introdujo por vez. primera el de aldehídos 

en la reacción colorida con la DFA. demostró que una concentración 

de 16 mg/ml de acetaldehido aumentó la intensidad de color.a di!'erencia 

de otros aldehídos que probó, siendo este reactivo el único que 

mostró bajas absorciones en ausencia de ADN. 

se desconoce el mecanismo de reacción (6). 

El autor señala que 

Giles-Myers observaron la presencia de un color verde en 

las soluciones reactivas mezcladas con acetaldehido al agregarlo 

a la DFA, por lo cual decidieron adicionarlo por separado al final 

de la reacción, logrando una importante disminución en lri absorción 

del reactivo blanco (a una tercera parte}; además al cambiar el 

H
2
so4 por HC10

4
, la absorción disminuyó hasta una tercera parte. 

Otra modificación de los au-t.ores, fue aumentar al doble ln 

concentraci6n de la DFA {de 2 al 4%) y disminuir la concentración 

del acetaldehido diez veces de la original ( 16 a 1.6 mg/ml) con 

lo cual aumentó en un ?rn. la sensibilidad de la técnica. 
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En virtud que la prest:?nte técnico., el cambio de 

concentraciones del acetaldehído no mejor6 la sensibilidad de las 

curvas, la concentración del reactivo quedó sin cambio; aunque 

disminuyó la cantidad de cote reactivo, por agregar un volumen 

diferente de este {25 pl), en el desarrollo del c~lor (tabla 13). 

Temperatura .. 

Upa última valoración que hubo de realizarse, fue la incubación 

de los tubos en la mezcla total de soluciones reactivas para lograr 

una coloración óptima por efecto de la temperatura. La única 

tt:!mperatura probada fue a 3?ªC durante 20 horas, además de la señalado. 

por Burton a 30ºC durante 18 horas. Al comparar las curvai:; de 

calibración incubadas a 30 y 37ªC no hubo dif'ercncin en la intensidad 

del color ni modi:ficaciones importantes en los parámetros de la 

curva, tal vez, porque el intervalo de temperaturaa probado f'ue 

demasiado corto. 

La reacci6n original de la DFA en una mezcla de ácidos acético 

y sulfúrico se desarrollaba calentando a lOOºC por 10 minutos 

( 6); sin embargo, Burton aumentó la sensibilidad de la técnica 

3 .. 5 veces más que la original por dismunici6n de la temperatura 

de incubación de 100 a 30°C y prolongando el tiempo de incubación 

de 10 minutos a 18 horas. Este autor, señaló que la temperatura 

constante no fue: import.onte y que las variacionea entre 25 y 35ªC 

probadas por él, no tuvieron un efecto importante en el aumento 

del color, por lo cual la temperatura de incubación no fue necesario 

modif'icarla y al í"inal qued6 establecida a 30ªC durante 20 horas .. 
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Evaluación de la técnica colorimétrica modif'icnda propuesta. 

De acuerdo con la determinación de los parámetros de pendiente, 

intercepto, covarianza y coe.ficiente de correlación de una curva 

patrón figura 20, se observa que ln técnica o.frece una sensibilidad 

adecuada según se observa por ln inclinaci6n de la pendiente en 

la curva y un intercepto con un valor muy próximo a cero (absorción 

muy baja del reactivo blanco que cugiere ausencia de contaminantes) 

y una mínima dispersión por una correlaci6n adecuada entre los 

valores de absorción y loa incrementos en la concentración del 

ADN estándar (covarianza pr6xima n cero y coef'iciente de correlación 

cercano a uno). 

Determinación del. interval.o útil y acnuibilidad en la curva 

patrón .. 

De acuerdo a los datos mostrados en la tabla 9 y a la curva 

de la figura 22, según el manejo matemático por el método de 

Rlngbom ( 13) encontró que la sensibilidad con la técnica 

colorimétrica propuesta alcanza el valor de 1.0 Jl&• lo que permite 

garantizar la reproducibilidad de la misma al lograr dif'erencias 

de absorción, con pequeños cambios en la concentración del ADN. 

El intervalo útil de concentración de la curva de calibración permitió 

cuantif'icar con precisión el contenido di? J\DN de laG mueslrtts hepáticas 

·problema de rata puesto que la cantidad del compuesto a medir 

correspondió a valores intermedios entre los límites super! or e 

i nf'erior de la curva. 

En el presente trabajo, para 1a extrncci6n de AON del tejido 

hepático de la rata, se demostró que el método adecuado para ello, 
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es el propuesto por Setaro-Morley bajo lrts condicione::i cxperimentnlcs 

aquí señaladas. 

En la cuantif'ic;:ición del t.Drl por técnicas colorimétrico.s 

es primordial tener presente que 1~ confinbilidad de estos procesos 

comienza desde la preparación de los re<:cti·.;o:::; qu~ desnf'ortunadnmente 

sobre su manipulación y conservación, la inf'ormación es insuficiente 

o ni siquiera existe, como en el pr-csente caso. donde las propiedades 

químicas peculiares de los reactivos DFA y acetaldehido necesitan 

manejo especial. 

La manipulación de estos r-eactivos y la preparación de suo 

soluciones reactivos deben ajustarse fielmente a las indic?.ciones 

señf!oladas, es más, reactivos como la DFA deben repartirse en alícuotas 

adecuadas dentro de frascos opñcos a la luz y mantenerse bajo las 

condiciones señaladas por los proveedores e ir utilizando y desechando 

frasco por frasco, según las necesidades de trabajo. 

El ADN para su disolución como estándar debe agregarse sl 

NaOH 5 mmol/L y para la solución de trabajo diluirse en HC104 2 mol/L. 

Otro requisito importante es adquirir los reactivos analíticos 

con las características señaladas en este trabajo. Ya que al pasar 

por alto la presencia de ciertos contaminantes o estados de oxidación 

de los reactivos, induc1rá a carnbioo en la absorción de la reacción 

calorimétrica. 

El desarrollo de la técnica calorimétrica con la DFA para 

la cuantií'icación del ADN hepático ejecutada bajo los lineamientos 

establecidos en este trabajo. pcrmi ten proponer la técnica modificada 
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con la precisi6n y la sensibilidad necesarias para la medici6n 

del compuesto de interés y asi cumplir los objetivos específicos 

de cuanti:ficación del ADN, en los proyectos de investigación que 

determinaron el estudio 

cuantitativo. 

la adaptación de este procedimiento 
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Tabla i• 

Conteni.do en ADN en célu1aa de pollo. 

Tejido 

Corazón 

Rif\6n 

ttigado 

Bazo 

Páncreas 

Eritrocito 

Células espermáticas 

A D lf (pg/c6lu1a) 

•A. Lehninger. Bioquímica p. 677, 1977 



T n b 1 n 2• 

Contenido aproximado en ADN de algunas células y virus. 

Especies f\ D N Número de pares 

(pg/célu1a) de nucle6tidos 

(millones) 

Mamí.f"eroa 6 5500 

Anfibios 7 6500 

Pccee 2 2000 

Reptiles 5 4500 

Aves 2 2000 

Crustáceos 3 2800 

Moluscos 1.2 1100 

Esponjas o.5 100 

Plantas superiores 2.5 2300 

Hongos 0.02 - O.l.7 20 

Bacterias 0.002 - 0.06 2 

Bacteriófago T4 (por viri6n) Q.00024 0.22 

Bacteri6f'a.go .l {por virión) o.ooooa 0.07 

4 A. Lehninger. Bioquímica p. 676, 1977 



Figura s. Estructura del ADN en la 

cual se identif'ican las cadenas 

antipara.lelas y los surcos mayor 

y menor.• 

•Felsen:fel, G. l y. c. p. 26, 1.978 



Figura 6. Estructura del ADN en dos dimensiones, 

en la cual se muestra la complementariedad 

de bases adenina-timina y guanina-citosina.• 

•Felsenf'eld, G. I y c. p. 26, 1978 
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Figura 7.. Esquema que muestra los modelos AUN-B y ADN-Z. • 

•Rich, A. Ann. Rev. Biochem. 53: p. 791. 9 1984 
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Figura a. Estructura de los precursores de los nucle6tidos. * 

•Bohinski R.C. Bioq. p. 545-546, 1978 



Hon:iogcnizado de tejido 

Extracción ácida en f"río 

1 
Fracción ácido ooluble 

Oisol ventea de lípidos 
(moléculas pequeñas) 

1 
Fracción lipídica Extracción ácida 

(:f'osf'ol!pidos) en caliente 

Extractol ácido contiene 
1 

Residuos de 

productos de hidrólisis proteína 

Cuantif"icación de ARN. Orcinol Cuanti!'icaci6n de ADN 

Dif'enilamina 

Figuro 9. Procedimiento de Schneider paro la extracción y 

cuantif'icaci6n de ácidos nucleicos.• 

•Methods o'f' Biochem Anal. Vol. XIV p. 115, 1967 



Homogcnrado de teJ ido 

Extracción dt! lípidos 

Fracci6n lipidica 

( f'osf'olípidoa) 

Extracción con HC104 

0.2 mol/L en f'río 

Fracci6n ácido soluble Ex tracci 6n con HClO 4 

0.1 mol/L durante {moléculas pequeñas) 

Extracto ácido 

contiene ARN 

Cuantificaci6n de ARN 

por absorción U.V. 

18 horas a 4°C 

Extracción con HC104 o·.s mol/L 

durante 20 minutos a 70ºC 6 

HC10
4 

1 mol/L durante 30 min a 

BOªC (tejido animal) 

Extracto ácido que Residuo de 

contiene productos de proteínas 

hidrólisis de ADN 

Cuantificación ADN por absorción U. V. 

Figura 10. Procedimiento de Ogur-Rosen para lu extracción y 

cuantif'icaci6n de ácidos nucleicos.* 

•Methods of' Biochem Anal. Vol XIV p. 116, 1967 



Homogcnizado de tejido 

Extracción ácida en irío 

1 
Fracción ácido soluble 

Disolventes de lipidos 
(moléculas pequeñas) 

1 
Fracción lipídica Hidrólisis alcalina 

(iosfolipidos) neguida de acidificación 

1 1 
Fracción ácido Precipitado 

soluble ARN ADN-proteí.nas 

1 1 
Determinaci6n de Determinación de 

ARN por medición ADN por medici6n 

de fós:foro de iósf'oro 

Figure 11. Procedimiento de Schmidt-Thannhnuser para la extracción 

y cuanti:f'icaci6n de ácidos nucleicos.* 

*Mcthods Biochem Anal. Vol XIV p. 1.1.4. 1967 



tto.ogeniza.do de hígado de rata 

1 
s 

t 
1 
R T S S F (2 veces) 

t 
s R + A T C ( 2 veces) 

f+ 
1 

s R .- E Ac K (2 veces) 

1 
t 

s R + E 60ºC 15 min .. 
R 40ºC 15 min 

+ A P e 75°C 15 min .. 
1 

s R + A P C 

1 
temperatura ambiente 

Cuantificación 10 min 

ADN. 

Dif'enilamina s 

1 
Cuanti:ficaci6n A.DN. 

Oii"enilaminn 

Figura 12 .. Procedimiento de Setaro y Morley. para la ex.tracci6n 

y cuantificaci6n de ADN de hígado de rata.• 

•Anal Biochem 81: p. 467-471, 1.977 



Abreviaturas: 

S S F - Solución salina lislológico. 0.9';(. 

A P e - Acido percl6rico 1. mol/L 

A T C - Acido tricloroacético 0.6 mol/L 

E Ac K - Eto.nol-acetato de potasio 1% 

E - Etanol absoluto 

s - Sobrenadante 

R - Residuo 

- 3500 rpm durante 20 min a 4ºC 



Tabla 3 

Hígado AD N Recuperaci6n 

(g) (mg/g tej~do)* " 
5.36 12.33 100 

5.49 12.63 102 

5.24 12.05 98 

4.96 11.41 93 

5.78 13.29 108 

•1 g de tejido húmedo contiene 2.3 rng de ADN (25) 



Figura 13. Espectros de absorción del. ADN a longitudes 

de onda de 200 a 340 nm. 

La solución de ADN . de 10 pg se analiz.6 a 

tres escalas del graneador: A. 1:2, B. 1:1 

y c. l:0.5 



Tnbla 4 

D FA Tubos de reacción co1orida 

(mg) Blanco de rene ti vos 

1 
AD H • 

Absorbcnc ias a 600 nm 

2 0.020 0.032 

4 Q.025 o.oso 

8 0.030 0.157 

12 0.035 0.180 

16 0.030 0.242 

20 0.030 0.300 

24 0.045 0.310 

•concentración de 20 pg de ADN en todos loa tubos 



A 

600 nm 
0.3 

0.2 

0.1 

_ ... 
________ ..._ ____ ..... ______ ---.....-_ ....... 

---
2 4 8 12 16 20 24 

mg O FA 

Figura 14. Grá.:fica que muestra el ef'ecto de las concentracionc:3 

de dif'enilamina (D F 1\.) en la reacción calorimétrica. 

La linea continua muestra la absorción de 20 

pg de AON y la linea discontinua indica la absorción 

del correspondiente blanco de renct1vos, las 

concentraciones de la DFA. 



,(.; 

Figura 15. Espectro de absorción de la reacción colorimétrica del. 

ADN con la DFA. 

La solución de ADN de 30 pg/ml se analizó de 200 a 700 nm 

más el blanco de reactivo contra agua. También se muestran 

los espectros de dos extractor; de ADN hepático, analizados 

bajo las mismas condiciones. 



Tabla 5 

AD N HC10
4 

HC10
4 

+ HaOH 

<11&> 2 mol/L 2 mo1/L 5 mmo1/L 

Absorbencias a 600 nm 

10 0.130 Q.160 

20 0.350 0.320 

30 o.sao 0.480 

40 Q.840 0.650 

50 0.940 o.sao 
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Figura 16. Grá.f'ica de la solubilizaci6n del ADN en HCl0
4 

1 mol/L y en NaOH-HClO 
4 

2 mol/ L .. 

La línea continua representa la absorción 

del ADN solubilizado en NaOH-HCl0
4 

y la 

discontinua al ADN solubilizado en HC10
4 

~ 



Tabla 6 

AD H Acido percl6rico 

(J'8) 1 mol/L 2 mol/L 3 mol/L 

Absorbe ne ias a 600 nm 

10 0-150 0.180 0.300 

20 0 .. 190 0.330 0.460 

30 o.330 0.480 0.600 

40 Q.320 0 .. 650 0.800 

50 0.470 o.sao 0.960 
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)'g de A O N 

Figura 17. Gráf'ica que representa el 

solubil!zación del ADN 

concentraciones del HC10
4 

en 

colorimétricn. 

Cada 1 ínea muestra la absorción 

concentraciones indicadas 

de 1 a 3 mol/L de HC10
4

• 

./ ,.. 
3 mol/L 

~fl 

/ 2 mol/L 

1 mol/L 

50 

efecto de la 

en diversas 

la reacción 

del ADN a las 

soluciones 



Tabla 7 

A D H l\cetaldchído 

c,.,.i (mg/m1) 

1.6 3.2 4.8 G.4 

Absorbcnc i as a 600 nm 

10 0.180 0.220 0.250 0,300 

20 0.330 0.400 0.450 0.490 

30 0.480 0.550 0.630 0.700 

40 0.670 0.700 0.750 0.850 

50 0.780 o.aso 0.950 1.050 



A 

600 nm 

1.0 

0.5 

10 20 30 

/'g de ADN 

40 50 

6.4 mg/ml 

4.8 mg/ml 

3.2 mg/ml 
1.6 mg/ml 

Figura 18. Gráf'ica que muestra el efecto de la concentración 

del acetaldehido en la reacción calorimétrica. 

Cada linea indica loa valores de absorción 

del ADN con cada una de las di f'erent~s concentra-

clones señaladas del acetaldeh.Ido. 



Tabla 8 

AD 11 Temperatura de incubaci6n 

<rgJ 30°C 37ºC 

Absorbencias a 600 nm 

10 0.160 0.190 

20 0.320 0.340 

30 0.480 0.520 

40 0.640 Q.660 

50 o.eco 0.820 



A 

600 nm 
1.0 

0.5 

.. 

10 20 30 

)'& de ADN 

40 50 

Figura 19. Gráfica que representa e1 ef'ecto· de 

la temperatura de incubación (18 horas) en 

la reacción colorimétrica. 

La líneo. continua representa la absorción 

del ADN incubado 30ºC y la línea 

discontinua muestra la absorción del 

ADN incubado a 37°C. 



Tab1n 9 

AD N 

Cp&l 

o 

10 

20 

30 

40 

50 

y = 0.0162 X + 0,02 

sxy = 0.004 

r = 0.9998 

Absorción 

600 ""' 

0.025 

0.180 

0.350 

o.soo 

0.670 

0.830 



A 

600 nm 

1.0 

0.5 

10 2.0 30 40 50 

pg de ADN 

Figura 20. Gráfica de la curva patrón con solución estándar 

de AON a diferentes concentraciones, de acuerdo 

las condiciones establecidas en el trabajo 

experimental. 



Tabla 10 

JI D N Absorción porcentual 

mg/dl 

5 21.69 

10 42.17 

15 60.24 

20 80.72 

25 100.00 
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Figura 21. Gráfica de la · curva patrón con solución 

estandar de ADN n dif'erentes concentraciones 

y su relación con aus respectivos valores 

de absorción. Determinación de la senbil.idad 

porcentual del ADN. 



T 11 b 1 a 11 

So1uci6n eetandar 1og. de Conc. A600 nm "de T Aboortancia 

ugdeADN AD N 

10 1.0000 0.182 65 .. 77 34 .. 23 

20 1.3010 0.344 45.29 54.71' 

30 1.4771 0.506 31.19 68.81 

40 1.6021 0,668 21.49 78-51 

50 1.6990 0.830 14.79 85.21 



100 

50 

1 2 

Logar! tmo d'!.' lo. concentración de A O N 

F.igura 22.. Gráf'ica de la curva patrón con solución estándar 

de ADN a diferentes concentraciones. Correlación 

del logar! tmo de las concentraciones del ADN 

contra sus respe.ctivos valoree de absortancia. 

Determinación de la sensibilidad igual a 1.0 }JS de 

ADN (*). 



Logaritmo de la 

concentración 

1.0000 

1.3010 

1.4771 

1.6021 

1.3010 

1.4771 

1.6021 

1.6990 

T a b 1 a 12 

Valorea de absortancia 

1ty1" "'l2" 

34.23 54.71 

54. 71 68.81 

68.81 78.51 

78.51 85.21 

Ecuación de 

1a recta 

y;:mX+b 

y = 68.03 X + 0.263 

y ~ 80.07 x + O.A25 

y = 77.64 X + 0.587 

y= 69.14 X + Q.749 

Error 

f'otométrico 

porcentua1 

3.38 

2.87 

2.96 

3.33 



Tabla 13 

Componentes de la me:tcla de reacc16n 

Técnica 
Disolvente AD N O FA H C L o

4 
A ce tal deh! do Volumen 

propuesta 
HC10

4 1 mol/L 250 ug/ml • % 1 mol/L 1.5 mg/ml 
por 

por 

Burton K. 
tubo 

Concentraci6n/ml 10-50 ug 20 mg 0.0001 mol 0.16 mg 

Caneen tración 10-50 ug 24 mg 0.0001. mol 0.176 mg l .l ml 
final por tubo 

Disolvente AD N D F' A H C L o
4 

Acetaldehido Volumen 

Técnica NaOH - HCL04 
250 ug/ml 4 % 2 mol/L 1.6 mg/ml 

por 

S mmol/L 2 mol/L 
mocl1f"icada ~- tubo 

propuesta Concentracién/ml 10-50 ug 20 mg 0.0002 mol o .. 16 mg 

Concentración 10-50 ug 21 mg o.0002 mol 0 .. 164 mg 1.025 ml 
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