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Introduccidn

En los Gltimos veinte afios, uno de 1los problemas més
significativos en la investigacién, es el estudio de los mecanismos
moleculares por los cuales las hormonas reg;xlan los . procesos
bioquimicos en los tejidos de los animales superiores. Los trabajos
experimentales en modelos animales, han permitide conocer algunos

de los procesos que integran parte de estos mecanismos.

La interaccién hormona-receptor se demostrd en tejidos
especificos “blanco" (1), asi como en tejidos considerados '"no
blanco" (3, 11), lo que plantea para . estos Ultimos, las preguntas
sobre la naturaleza, propiedades y funcicnes de esos receptores;
y 8i estas caracteristicas son semejantes o diferentes a aquellas
de los receptores a la misma hormona, presentes en los tejidos

"blanco".



Los estudios realizados han mostrado, por ejemplo, en roedores
machos como la rata, que la castracién en su vida prepuberal o
la administracién de antagonistas androgénicos durante 1la vida
fetal o perinatal, trae como consecuenciua la manifestacién de funciones

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

As{, algunos investigadores (8, 10), al estudiar el patrén
enzimatico especifico del metabolismo del cortisol en homogeneizados
de higado de rata macho, observaron el desarrollo de un patrén
"masculino predeterminado por 1la accién hormonal androgénica en
los primeros dias de la vida del animal. Se ha propuesto a la
testosterona como el factor testicular que durante la vida neonsatal
de la rata induce o bien organiza nuevos sistemas enzimdticos que
se expresan durante la pubertad, disminuyendo o eliminando las

potencialidades basicas "femeninas" (9).

La aparente “masculinizacién” en el patrén de anzimas del

metabolismo hepatico de usteroides (11), dié origen a la propuesta

de clasificar a un grupo de enzimas, como programadas irreversiblemente
por hormonas androgénicas durante la etapa prepuberal; se postuld
que tal vez los efectos neonatales de los andrégenos influyan en
la unidn de los esteroides en algunos tejidos '"no blanco™,

como

el higado, durante la vida adulta de la rata.

En el laboratorio de Endocrinologia Molecular de la Unidad
de Investigacién Biomédica del I.M.S.S., dentro de sus proyectos
de  investigacidén el grupo pretende entre sus objetivos inmediatos,
caracterizar a un récaptcr estrogenoi‘iligo que ha sido ajslado

. ¥ purificade (26) en 1la rata recién nacida. Estudiar ‘el efecto

de la gonadectomfia sobre 1la presencia del receptor hepético para
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estradiol con el propdsito de esclarecer el posible mecanismo
involucrado en el control de la concentracién circulante de la
hormona, mismo que servird como paso inicial para aclarar la presencia
y la funcidn del receptor estrogenofilico, mediante estudios analiticos

en fracciones citosélica y nuclear hepaticas.

Para el desarrollo del trabajo experimental, s¢ requiere
scleccionar, cetablecer y estondorizar. diversas técnicas de medicién
para la caracterizacidn del receptor estrogenofilico hepatico;
entre éstas, és necesario contar con un procedimiento confiable
y préactico para medir el contenido de ADN en tejido total y nGcleos
hepidticos purificados, cuyos resultados determinen la capacidad
de unidén de las fracciones citosdlica y nuclear (niclecos purificados)

con los complejos hormona-receptor.

Al inicio del trabajo experimental se desarrolld la técnica
propuesta por Giles-Myers para 1la cuantificacién del ADN por
colorimetria. No se lograron resultados confiasbles, & pesar de
seguir fielmente las indicaciones dadas por 1os. autores, asi por

ejemplo, los datos de cuantificacién de solucidén de patrones primorios

de ADN carecian de reproducibilidad y exactitud.

Por tal motive, en este trabajo se considerd necesario
estandarizar Ja técnica de valoracidn con difenilamina que comprendié
las siguientes etapas: determinar . la capacidad de solubilizacidn
del estandar primario en medios &cidos y alcalinos; estudiar las
concentraciones Sptimas y. el orden de adicién adecuado de los reactivos
para la formacién de los complejos coloridos y 1llevar a cabo su

validacién.



Objetivos:

Recopilar, analizar y seleccionar la informacién sobre ' las

técnicas y procedimientos para la cuantificacidédn del ADN.
Adaptar la técnica cuantitativa seleccionada.
Establecer las condiciones de la técnica colorimétrica modificada.

Estandarizar y evaluar la técnica seleccionada.



Capitulo 1

Comentarios sobre los &cidos nucleicos.

Los &cidos nucleicos encontrados en todos los organismos
vivos son de dos tipos: Acido desoxirribonucleico (ADN) y Aacido
ribonucleico (ARN), cuyas funciones biolégicas primordiales son

contener y transmitir la informacién genética.

Los é&cidos nucleicos. estin formados por cadenas polinucleotidicas
con enlaces fosfodiéster entre sus unidades (figura 1); en su
composicién difieren en una sola base pirimidinica, el ARN contiene
uracilo y el ADN timina (figure 2). En cusnto a carbohidrjatos N
la P ~2-D-desoxirribosa se encuentra en el ADN y. la P -D-ribosa

en el ARN (figura 3).
1.1 Acido desoxirribonucleico.

En 1943, se identificé al ADN como el portador de la informacién
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genética (2); estudios posteriores de sus caracteristicas

fisicoquimicas condujeron a las siguientes conclusjones:

Las muestras de ADN aisladas de distintos tejidos de una
misma especie poseen igual contenido (tabla 1 y 2), que no se modifica
con la edad, nutricién o cambio de ambiente. Sin embargo, la
composicidén es diferente de una especie a otra. 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 composicién
semejante, mientras que los de especies muy lejanas es posible

que sean completamente distintos.

De hecho la composicién de bases del ADN puede utilizarse

para una clasificacidén taxonémica de los organismos.

En 1953, Watson y Crick (32) postularon un modelo tridimensional
preciso para la estructura del ADN, basado en los datos de rayos
X de Franklin y Wilkins {33) y en las equivalencias de bases de

Chargaff (4).

Ese modelo no sélo explicaba h de las rvaciones
sobre. propiedades quimicas y Tfisicas del ADN sino que sugeria un
posible mecanismo por medio del cual la informacidn genética podia

replicarse con exactitud.

La estructura del ADN consiste en dos cadenas polinucleotidicas

(figura 5), enrolladas a-un mismo eje y formando una doble hélice.

tas cadenas son antiparalelas y se orientan en direcciones



opuestas. En el interior de la hélice doble 6e encuentran 1las
bases purinicas y pirimidinicas, con sus planos paralelos entre
si y perpendiculares al eje de la doble hélice, mientras que los

grupos fosfato y los carbohidratos se ubican en su periferia.

Los pares permisibles son A - T y G - C, gue son precisamente
las parejas que muestran en el ADN una equivalencia {(figura 6)
(12). Las bases guanina-citosina estédn unidas por tres enlaces

de hidrdgeno y adenina-timina por dos {figura 4).

Con la utilizacién de los rayos X se observd una periodicidad
de 3.4 :\. Para explicarla Watson y Crick postularon que las bases
se encuentran apiladas en sentido perpendicular al eje 1largo,
manteniendo una distancia entre ellas de 3.4 'i,\ de centro a centro.
Existen 10 nucledtidos en cada giro completo de acuerdo con la
distancia secundaria de 34 R Ademas, un surco helicoidal o ranura

mayor y otra menor (figura %) (12).

Las cadenas polinucleotidicas son complementarias una de
la otra, pero s6lo puede existir tal complementariedad si ‘las cadenas

estan orientadas en direcciones opuestas.

Con la técnica de difraccién de rayos X de las cadenas del
ADN, se dedujo que podfa presentarse como minimo en dos formas:

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

Ademds, ha sido posible observar ciertas secuencias alternantes
de purinas y pirimidinas poco comunes, susceptibles de sufrir una
conversién de hélice B dextrdgira normal a levégira, llamada forma

Z cuya identificacién se debe a Alexander Rich (28).



El esqueleto del ADN-Z sigue una estructura mids irregular
que el de la forma B y los dos surcos (mayor y menor) que Se encuentran
a lo largo de 1la hélice B, se reemplazan por un 4nico surco menor
en el ADN-Z. Los Atomos que determinan el surco mayor del ADN-B

se desplazan hacia la superficie del diplex de tipo 2.

Las formas poco usuales, como el ADN-Z, requleren del
degenrollamiento del ADN-B; cualquier tensidén sobre 'la molécula
del ADN-B que tienda a desestabilizarla favorecerid la aparicién
de estas estructuras poco comunes. Este tipo de estructuras pudieran
servir de sefiales de reconocimiento, importantes para la funcién

biolégica del ADN (figura 7).

Biosintesis de nuclebtidos.

Los nucledtidos se forman por diferentes vias: la biosintesis

de nucleétidos pirimidinicos y la biosintesis de nuclebdtidos purinicos.

El uridin-S-monofosfato (UMP) es el producto final de la
via de las pirimidinas, el cual sirve como precursor de todos los
nucledtidos, tanto los desoxirribonuclebtidos como los ribonucleétides

pirimidinicos.

El inosin-S-monofosfato (IMP) es el producto final de 1la
via. de 1las purinas, el cual es convertido en ribonucledtidos y

desoxirribonucledtidos purinicos.

La base nitrogenada en el UMP es uracilo y en el IMP es
hipoxantina. En ambos procesos el componente fosforribosa es
suministrado por el S5-fosforribosil-l-pirofosfato (PRPP) (figura

8).



Biosintesis de UTP, CTP, GTP, ATP.

La formacidén de UMP e 1IMP representa la primer etapa; la
segunda consiste en la conversién de estos ribonuclebésidos a 1los
ribonucledsidos trifosfatos: UTP y CTP a partir de UMP y GIP y
ATP a partir de IMP. La tercer etapa implica los desoxirribonu—
clebsidos trifosfatos, la conversién reductiva de  f-D-rivosa en
P-Z-D—desoxirribcsn ocurre a nivel del nuclebdtido; los desoxirribonu~

cleésidos trifosfatos se requieren para la biosintesis de ADN.

PRECURSORES PRECURSORES
1% etapa 1* etapa
UMP IMP
2% etapa 23 etapa
uT?P aTT®P G TP dGTEP
CTP 3% etapa d C T P ATP 3% etapa 4 AT P

Comportamiento del ADN en solucidn.

El ADN es un acido polibasico fuerte; a pH superiores a 4
se une a iones divalentes y a proteinas basicas. como las histonas
y -es asi como se encuentra en la cromatina de células eucaridticas.
La m&xima estabilidad de los enlaces de hidrdgeno estd entre pH

de 4 y 11, fuera de estos limites son inestables.

La rigidez de 1la estructura del ADN causa gran viscosidad,
aln en soluciones muy diluidas, su coeficiente de sedimentacién

y.su peso molecular se calculan por ultracentrifugacién.
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El ADN experimenta un desenrollamiento al azar al someterlo
a: pH extremos, calor, disminucidén de la constante dieléctrica,
diversas concentraciones de urea y solutos similares; la
desnaturalizacién cambia sus propiedades fisicas: disminuye la
viscosidad, aumenta la absorcién a 260 nm, la rotacibén 6ptica es

més negativa y aumenta la densidad de flotacién.

El efectoc del aumento de absorcién o efecto hipercrémico,
estd relacionado con el contenido de pares A - T, cuanto mayor

es la cantidad de estos pares, mayor es la absorcidn.

La desnaturalizacién térmica o “fusidn” (Tf) aumenta
proporcionalmente c<on el contenido de pares G - C; cuanto mayor
es la cantidad de éstos, la estructura es mas estable y se requerira

mayor energia para desestabilizarla.
1.2 Acido ribonucleico.

Para el funcionamiento normal de una célula el ARN es tan
importante como lo son el ADN y las protefnas, ya que sin &1, el

mensaje genético nunca llegaria a expresarse

El ARN experimenta una maduracién en su molécula inicial
hasta transformarse en ARN . mensajero. (ARNm). Existen otros dos
tipos de  ARN; el ARN ribosomal (ARNr) ¥ el ARN de transferencia
(ARNE) . Del ARN ribosomal, se& han identificade tres especies,
del ARN de transferencia se han encontrado hasta sesenta especies

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 euqaribticag el 11% del ARN
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total se encuentra en el nicleoc como ARNm, el 15% en la mitocondria
come ARNt y ARNr, alrededor del 50% en los ribosomas como ARNr

y cerca del 24% como ARNt en el citosol.

En 1las bacterias, el ARN se encuentra en el citoplasma;
aproximadamente el 2% es ARNm; el 16% es de ARNt y el 82% como

ARNr.

Para la sintesis de proteinas, las regiones con informacién
especifica en el ADN son trascritas al ARNm y en los ribosomas
el mensaje es traducido en 1la proteina correspondiente; ademés
se requiere que los aminodcidos se activen por una reaccién que
depende del ATP, convirtiéndolos en compuestos de alta energfa
muy reactives, que Jjunto con el ARNt forman el aminoacil-ARNt.
La formacidén del complejo procede a través de dos etapas:

aminoacil-ARNt

a) aminocécido + ATP m———————e——— % aminoacil-AMP + PPi
sintetasa (Mg )

aminocacil-ARNt
b) aminoacil-AMP + ARNt-————————seg aminoacil-ARNt + AMP
: ++
sintetasa (Mg )



Capitulo 2

M&todos quimicos bm‘a la cuantificacién de ficidos nucleicos.

Los métodos para la cuantificacién de &cidos nucleicos han
sido agrupados de la siguiente manera: cuantificacién del fésforo,
cuantificacidn de pentosas, absorcidén de luz ultravioleta y métodos

fluorométricos.

En el primer método, para la cuantificacién del fésforo,
los compuestos que lo contienen son hidrolizados a fésfora inorgénico

utilizando Acidos concentrados en caliente.

En cuanteo a los métodos de determinacién del ARN, por medic

‘de la. cuantificacién de  la ribosa basados en procedimientos
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colorimétricos, incluyen la reaccidn con: orcinol, anilina, carbazol,

antrona, ete. Dentro de éstos, la técnica de mayor use ha sido

la reaccidédn con orcinol, cuyo paso inicial es la reaccidén de la

pentosa en acido caliente, transformidndose en furfural, que al

reaccionar con el orcinel desarrella una coloracién verde.
La determinacién del ADN por la cuantificacién de 1la

desoxirribosa que reacciona con reactivos como: difenilamina, indol,

cistefna, triptofane, cloroglucinol, p-nitrofenilhidrazina y antrona

formando complejos coloridos. En el procedimiento de la difenilamina,

descrito por Dische, la desoxirribosa reacciona con la difenilamina

en una mezcla de &cido ac@tico-sulfiirico a 100°C, dando una coloracién

azul estable (6). Burton (6) modificé la técnica al afladir

acetaldehido con un calentamiento a 3G°C por varias horas.

La cuantificacién de los dcidos nucleicos por espectrofotometria

en la regi6n de luz ultravioleta se fundamenta en 1a absorcién

caracteristica de las bases purinicas y pirimidinicas en 1la regién

de los 260 nm, proporcionando una medida para cuantificar acidos

nucleicos. La aplicacidn de este principioc aprovecha dos propiedades

de los &cides nucleicos: la capacidad hipercrémica y 1la naturaleza

aditiva de la absorcidén de nucledtidos en mnezclas de ellos.

La alta sensibilidad de los métodos fluorométricos es empleada

para la determinacién de Acidos nucleicos en donde 1la cantidad

de tejido puede estar limitada. Por este método, la desoxirribosa

reacciona con el &cido 3,5 diaminobenzolco con  una - sensibilidad

extraordinaria para medir hasta 2 ng de ADN. Una limitante del

método es una extraccidn previa de lipidos.
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2.1 Extraccidén y separacién de Acidos nucleicos.

Para utilizar cualquiera de las técnicas de cuantificacién
del ADN o ARN anteriormente descritas, es necesario inicialmente
extraer y sSeparar estos compuestos a partir de los tejidos que

los contienen.

De los métodos disponibles para fraccionar y separar los
ficidos nucleicos 1la mayor parte de 1los autores han utilizado
bésicamente los descritos por: Schmidt-Thannhauser (30),

Schneider (31), Ogur-~Rosen (27) y Setaro-Morley (29).

En los tres primeros métodns, en los pasos iniciales se seporan
moléculas pequefias y lipidos que interfieren en la cuantificacién

de los acidos nucleicos.

La separacidén inicial de los compuestos de bajo peso molecular
se hace por la precipitacién con acido tricloroacético, perclérico
o sulfirico seguido de una centrifugacién o filtracién. Los lipidos
son extraidos por una variedad de disolventes, después de 1la
precipitacidén con &cido en frio; por ejemplo el extracto de tejido
se trata con ectanol al 95% y una mezcla de etanol-&ter 3:1 a
ebullicién; otras mezclas de disolventes son metanol-cloroformo

o metanol~éter.
Procedimiento de Schneider.

En esta técnica el homogeneizado de tejido se trata con &cido
en frio, seguido de una extraccién de -lipidos con disolventes,
enseguida se extraen los acidos nucleicos -con &acido tricloroacético

al 5% a. 90°C, durante 15 minutos. Después el ARN se cuantifica



con orcinol y al ADN con difenilamina.

Esta técnica fue utilizada por Hutchison, Downie y Munro
(18) para 1la extraccién de &cidos nucleicos en higado y bazo de

rata (figura 9).
Procedimicnto de Ogur—Rosen.

Originalmente el método fue descrito para andlisis en planéas

y después modificado para tejido animal y microorganismos.

Los 1lipidos son extraidos inicialmente del tejido en estudio
con - disolventes, seguido por una separacién de moléculas de bajo
pesc molecular con Acido perclérico 0.3 mol/L, después écido perclérico
1 mol/L a 4°C 18 horas para separar el ARN, ambos &cidos nucleicos
se valoran por el contenido de fésforo o las pentosas presentes

(figura 10).
Procedimicnto de Schmidt-Thannhauser.

La técnica es (til para obtener los acidos nuclelcos de plantas,

tejido animal y microorganismos.

El homogeneizado de tejido es tratado primero con &cido en
frio que extrae las moléculas de bajo pesc molecular, seguido por
una extraccidn lipidica y una hidrdlisis alcalina con acidificacién
posterior, con lo cual se obtiene la fraccidn.de ARN en el sobrenadante
y en. el precipitado ADN junto con protefnas. El ARN y el ADN se.

cuantifican por la medicién del fésforo (figura 11).

N Procedimiento de Setaro-Morley.
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La técnica es Gtil para extraer acido desoxirribonucleico
de tejido hepatico de rata.

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

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

aue contiene proteinas solubles. El precipitado se lava dos veces
con wulucidn salina, Aacido tricloroacético (0.6 mol/L) y acetato

de potasio/etancl {1%), descartando el sobrenadante en cada paso.

El precipitado obtenido 8e trata con alcohol absoluto a 60°C
durante 15 minutos, seguido de una centrifugacién descartando el

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

El ADN se extrae del precipitade mediante una hidrélisis
con &cide perclérico i mol/L a 75°C, durante 30 minutos; pastericrﬁente
se centrifuga y en alicuotas del sobrenadante se valora al ADN
por el contenido de la pentosa presente (la desoxirribosa reacciona

con el &cido 3,5 diaminobenzoico}, figura 12.

2.2 Utilizacién de la difenilamina en la cuantificacibén del
ADN.

En 1930 Dische publicé 1la técnica para la medicién del ADN

utilizando difenilamina como reactivo principal.
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ADN H / H,0 ——# Purinas + Pirimidinucledsidos + Pirimidiny

[ oy u ]
e’ o M
) + ¢!
C-H, H 1
cledtidos + HyPO, + ] (C-Hy), + H.
C-H, i
H-(IZ OH HZO ":=0
a CHZOH
H-C-0H Difenila—
CH,0H mina.
w-htdrixilevul-
n aldehido
L =
- N=C H - (CHZ)2 - lC - CH, - O  Producto de condensacién
1
0

longitud de onda maxima

595 nm

Los mecanismos de reaccidn que Se han propuesto son: Qque
la estebilidad de las uniones entre pirimidinas 'y la desoxirribosa
es mayor que aquella de las uniones entre purinas y la desoxirribosa
que ©Bon muy labiles; é&sto sugiere que tal vez, la difenilamina
reacciona con las moléculas de carbohidratos originalmente unidas
a purinas en el ADN. La relacién aparente entre la desoxirribosa
¥y . el fésforo estdn de acuerdo con este mecanismc y con el hecho,
de que el ADN de diferentes origenes parecen tener una relacidn
purina~pirimidina cercano a la unidad (Chargaff 1955). También
se ha propuesto que el fosfato inorganico liberado del ADN en 1las
primeras etapas de la reaccidén con la difenilamins, tal vez provenga
de los .enlaces de fdsforo entre nucledtidos de purinas -adyacentes
en la- cadena polinucleotidica, esta 1liberacién puede 1llegar a

representar ‘el 25% del fésforo total del ADN. El mecanismo de
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eliminacién del fosfato es desconocido.

Deriaz, Stacey, Wiggins (1949) consideran que en la reaccidn
a 100°C, se forma w-hidroxilevulaldehide por la accidén del &cido
sobre el ADN o sobre la desoxirribosa y una condensacidén posterior

con la difenjlamina.

Esto sugiere que los productos de condensacién (por ejemplo
bases de Schiff) entre la amina y la desoxirribosa o w-hidroxilevulal—

dehido, sean los productos intermediarios.

La accidn del acetaldehfdo y de algunos otros aldehidos consiste
en aumentar el desarrcllo de color en la obscuridad, sugiriéndose

que reaccionan dos moléculas del aldehfdo y una de la amina aromética.

La naturaleza de los compuestos coloridos formados en la
reaccién de 1la difenilamina es desconocida. Los cambios en el
espectro de absorcidén en la réaccidén a 30°C, muestran que dos son
los compuestos formados que pueden ser idénticos a dos de los seis

compuestos detectados en la reaccidn a 100°C (6).
2.3 Modificaciones a la técnica de la difenilamina.

En el curso de la investigacidén del metabolismo de los Aacidos
nucleicos durante la multiplicacién de bacteridéfagos, Burton (1955),
modificdé la técnica al adicionar acetaldehido e incrementar el
tiempo de incubacién durante varias horas a 30°C, en lugar del

calentamiento a 100°C durante 3-10 minutos.

El método fue modificado posteriormente por Giles-Myers (13965),

quienesn ai estudiar el contenido de ADN en plantas y -algunos
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micr ganismos, incr taron la concentracidén de la difenilamina
del 2 al 4% con Aacido acético placial y ademds cambiaron el orden

de adicién de los reactivos, agregando el acetaldehido al final.

Después de 1las modificaciones de Burton y Giles-Myers la
técnica con difenilamina quedd establecida en l;: sjiguiente forma:
el estédndar es solubilizado en écidn perclérico, la difenilamina
en  acido acético, adicién del acetaldehide, incubacién durante
toda 1la noche, lectura de absorcién a 600 nm contra blanco de

reactivos.



Capitulo 3

Material y Métodos.

3.1 Material.
Reactivos quimicos.

Acido perclérico Alljed Chemical

Acetaldehido

Eaatman
Acido acético glecial Merck
Difenilamina Baker

Hidréxido de sodio Merck
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3.2 Materisl biolégico.

Higado de ratas adultas cepa Long-evans.

ADN de timo de ternera Sigma Chemical

3.3 Equipo.

Espectrofotdmetros Pye Unicam SPS-100 y Gilford
260

Bafio serolégico Aparatos eléctricos para bac-

terioclogia y quimica. J.M.

Ortiz
Centrifuga Beckman refrigerada J-6B
Centrifuga Sorvall RC-5B con rotor de &n
gulo fijo tipo SM-24
Ultracentrifuga Beckman L8-70 con rotor de én
gulo fijo tipo 40 Ti
3.4 Método.

Para cuantificar el contenido de ADN hepAtico, éste fue extraifdo
por el procedimiento de Setaro y Morley, publicade en 1977 y descrito

en el capitulo anterior.
Cuantilicacién del ADN segiin la técnica de Giles-Myers.
Preparacién de reactivos.

Acido perclérico 2 mol/L
Hidréxido de sodio S mmol/L

Difenilamina al 4% en &cido acético glacial
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Difenilamina al A% en A&cldo acético glacial.
Recomendaciones: El volumen que s& prepare

de esta solucidn

dependerd de la cantidad de tubos que se requieran. El frasco de

la difenilamina debe conservarse protegido de la luz y abrirse sélo

cuande sea necesario, la luz y el aire descomponen el reactivo;

lavar muy bien la espétula antes de introducirla al frasco y no

regresar el sobrante al intertior del mismo. La disolucidn se facilita

empleando una varilla de vidrio y nro introducir pipetas al frasco

del Acido acético.
Acctaldechido.

Nota: Para la preparacidn de este reactivo tado el material
empleado deber@d ser enfriado previamente a 0-4°C.

En un tubo de centrifuga graduado diluir 0.5 ml de acetaldehido
con 11.5 ml de agua desionizada (concentraciém final 32.5 mg/ml).

Preparar esta solucidén cada semana y conservar en congelacién.
Diluir 1 ml de esta solucidén en 20 ml de agua desionizadsa

{concentracidn final 1.6 mg/ml). Preparar esta solucidn unos minutos

antes de ser utilizada y descartar el sobrante,

Raténdar de ADN.

Solucidén patrdn de ADN. Pesar aproximadamente 10 wg de  timo
de ternera y disolver con 8 ml de NaOH 5 mmol/L, después de 30 minutos
de agitacién, aforar con el mismo disolvente (concentracién final
aproximada de 1 mg/mi).

La caoncentracidén @ final del ADN se obtiene por . dilucién de
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la solucidén concentrada de éste, de acuerdo al valor del coeficiente

de extincidén que se determine a 260 nm.

Determinacién de  la  concentracién final del estAndar por

sbsorcién en U.V.

Tomar 1 ml de la solucién concentrada del estandar de ADN
y - diluir 1:100 con solucidén salina; 1leer en cubeta de cuarzo de
un centimetro de paso Sptico, en espectrofotémetro a 260 nm; y calcular

la concentracitén aplicando la siguiente ecuacidn (23):

(Azso am? {factor de dilucién)

Concentracidn ADN en mg/ml = (coeficiente de extincién) (23.6)

Sustituir el valor de absorcidén para determinar la concentracibn
real del ADN en 1la solucidén; con <l resultado de esta ecuacién,
diluir el estdndar de tal manera que de una concentracién final

de 1 mg/ml.

Solucién de trabsjo de ADN. En un matraz aforado de 10 ml,
colocar 2.5 ml de la solucién concentrada con pipeta volumétrica
¥y agregar 2.5 ml de KaOH S mmol/L mas 2.5 ml de HClOn 2 mol/L.
Durante 25 minutos hidrolizar a 70°C, dejar enfriar a temperatura
ambiente y aforar a 10 ml con HC10, 2 mol/L (concentracién final

250 ,xg/ ml})

_Para la determinacién cuantitativa del ADN, se selecciond
en método de Giles, K.W. y Myers, A., el cual se desarrolld bajo
las condiciones sefialadas por los autores, de acuerdo al’ siguiente

esquemaz
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Esquema de la técnica de Giles-Myers.

Tubo DFA Esténdar de HCl0, Acetaldehido
4% ADN 1 mol/L 1.6 mg/ml
(p1) {p1) (pe) {p1) (pu1)
Blanco 500 - - 500 100
1 " a0 10 460 "
2 " 80 20 420 "
3 ” 120 30 380 "
4 " 160 a0 340 "
5 " 200 50 300 "
Incubacién durante 20 horas a 30°C. Leer a 600 nm

Al valorar el contenido del ADN en homogeneizados del tejido
hepéatico de la rata, se encontrd que los blancos de reactivos mostraban
valores elevados de absorcién (0.080 & mayores). Por este motivo,
fue necesario estudiar y estandarizar las condiciones de trabajo

en el desarrollo de la técnica.

La mejor curva se denominarid a aquella cuyo intercepto corresponda
al  valor préximo a cero resultante de las diferencias de los valores
de absorcién de las concentraciones crecientes del estandar menos

las del blanco.
Efectos de los diversos componentes sobre el desarrollo.del color.

A continuacién se dara una descripcidn detallada de los distintos
andlisis que se realizaron con el propdsito de esclarecer cual o

cuales reactivos, o bien cual o cuales condiciones en el desarrollo
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de color estan ejerciendo un efecto de aumento en la absorcidén del
blanco de reactivos, que modifica en forma importante la sensibilidad,
reproducibilidad y especificidad de 1la técnica. Los reactivos
analizados fueron: OFA, solubilizacién del ADN, HC10,, acetaldehido

¥ condiciones de temperatura de incubacidn.

Anflisis del espectro de absorcién del ADN esténdar en la

regién ultravioleta.

Un primer requisito en el estudio sistemitico de una técnica
colorimétrica involucra el andlisis de 1la pureza quimica de 1la
sustancia que sera utilizada como patrén primerio o secundario en
la preparacién de soluciones estindares para el montaje de curvas
de calibracién; para tal propdsito el ADN es hidrolizado, diluido

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

La técnica consiste en pesar aproximadamente 15 mg de ADN,
hidrolizar en 10 ml de sclucidén salina por sgitacién continue durante
48 horas (23); 1 ml de esta solucidn se diluye 1:100 y en cubeta
de cuarzo de un centimetro de espesor, se realiza un barrido de
absorcidén en la regién del ultravioleta de 200 a 340 nm, con una
velocidad de 20 seg/cm y un paso de luz de 1.0 cm con abertura de
0.3 mm, . en el espectrofotdmetre Gilford y con la seleccx’é;\ de tres

escalas en el graficador.
Efectos de 1la concentracién de la difenilamina (DFA).

Para indagar cual o cuales reactivos contribuyeron al aumento
de la abosorcién inespecifica en ‘los blancos de reactivos, fue

necesario analizar los efectos sobre el desarrollo de color en la



reaccidn cor el ADN.

En virtud de que algunos autores han seflalado que los cambios
en la concentracién de la difenilamina pueden aumentar o disminuir
la absorcidn del ADN (6) se analizaron diversas concentraciones

de la DFA: 2, 4, 8, 16, 20, 24 mg del reactivo por tubo.

Para el desarrollo de la reaccién colorimétrica, los demds
reactivos se utilizaron de acuerdo a la técnica original, la cantidad
del estdndar fue de 20 pg por tubo, modificando Gnicamente las
concentraciones de la difenilamina sefialadas anteriormente y analizando
cada una de ellas por triplicado, hasta completar un lote de 30

tubos por cada concentracidn utilizada.
Seleccién de la longitud de onda de la reaccién colorimétrica.

Una vez que se ha desarrollade el color en una mezcla de
reaccién es indispensable realizar un andlisis de absorcién con
el propésito de obtener un espectro dado por la sustancia patrdn,
en nuestro caso ADN, compararlo con el espectro del blanco de reactivos
y seleccionar aquella longitud de onda donde se encuentre un pico
maximo de absorcidén de la muestra y un minimo del blanco, que garantice
aumentar la sensibilidad de la técnica por la seleccién de una regidn
del espectro donde la absorcidén inespecifica sea minima (blanco
de reactivos) y los cambios en la intensidad del color por 1las

diferentes concentraciones de la sustancia a medir sea méxima.
Solubilizacidén del ADN.

Con el propésito de garantizar una completa solubilizacidn

del ADN para preparar las soluciones esténdares de trabajo, fue
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necesario buscar otros procedimientos a aquel sefialado por

Burton ({6) y Giles-Myers (14}; puesto que al inicio del estudio,

las curvas de calibracién dieron amplios limites de varfacidn en

los valores de absorcién de cada una de las concentraciones del

ADN utilizado y cambios de pendiente en las curvas patrén se considerd

que una de lds causas podria ser una solubilizacién incompleta del
ADN.

Ante este problema, un segundo proceso de solubilizacidn

que se analizd, consistid en 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 solucibn, agregar

2.5 -ml de NaOH 5 mmol/L, mas 2.5 ml de HC10, 2 mol/L. Durante 25

minutos hidrolizar a 70°C y aforar a 10 ml con HC10, 2 mol/L.

Efecto del #Acido perclérico.

Giles~ Myers en la curva de calibracién desarrollaron el

color agregande cantidades variables de HCLQA 1 mol/L {ver esquema

de la técnica) completando un volumen final de 1.1 nml. En virted

que otros autores como Metcoff (23) y Burton (6) utilizan otras

concentraciones del misme Acido en este trabajo se probaron las

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

la sensibilidad y linearidad de la curva.
Efecto del acetaldehido.

De acuerdo con las especificaciones seflaladas en 1s técnica

original se wutilizé el acetaldehido con wuna concentracién  de

1.8 mg/ml; por el hecho de que el blanco de reactivos mostrd. absorcidn
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inespecifica elevada, fue necesario analizar otras concentraciones
del reactivo. Para el trabajo experimental se desarrollaron curvas

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

Como este estudio se realizdé con el propdsito de disminuir
1a absorecidédn inespecifica, las demas condiciones de la técnica se

mantuvieron constantes.
Influencia de la temperatura de incubacidn.

Con el propésito de determinar s8i 1la absorcidn inespecifica
fue efecto de la temperatura de incubacién, se desarrollaron curvas

y se incubaron a dos temperaturas: 30°C y 37°C.
Aniilisis matemitico de las curvas de calibracién.

Con el propésito de establecer las posibles  funciones de
relacién  entre las  distintas concentraciones de las sustancias
estindares o de las sustancias problema representadas por X", en
el eje de 1las abscisas de la curva de calibracién, contra las
absorbencias resultantes de estas sustancias. representadas por "Y®
en el eje de las ordenadas estos datos fueron analizados por el
método de los minimos ‘cuadrados y 8Se hizo la correspondiente

_representacién gréafica de la recta de ajuste o de regresién (22).



Capftulo 4

Resultadon.

Extraceién. del ADN hepitico de la rata por el nétodo de

Setaro-Morley.

Como fue sefialado en la introduccién, existia la necesidad

de ‘establecer técnicas que permitieran extraer el ADN de tejido

hepatico para medir la capacidad de unién de un esteroide con marca

radiactiva al niicleo, relacionindolo con la cantidad de ADN presente.
Por tal motivo,:  se selecciond al método de Setaro-Morley

(29) que, como se indicd en material y método fue modificado para

los propésitos del presente trabajo.



-~ 30 -

De acuerdo con el esquema de extraccidon del ADN hepatico
descritc en la figura 12, después de los pasos de centrifugacidn

6 y 7 se extrajo al ADN por solubilizacién en dcido perclérico.

La técnica colorimétrica de la DFA, permitié la cuantificacibn
del ADN en las fracciones de extraccién, obteniendo recuperaciones

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

Modificaciones a la técnica de Giles-Myers para la cuantificacién

del ADN hepatico de la rata.

Como fue planteado, al realizar la cuantificacién del ADN
extraido a partir de homogeneizados de higado de rata, a pesar de
seguir las condiciones seflaladas por los autores, el tubo blanco
de reactivos mostré valores elevados dé absorcidn de 0.080 o mayores.
Esto sugirié 1la posible existencia de sustancias contaminantes
en el desarrollo de la reaccién colorimétrica, posibles alteraciones
de reactivos o efectos de las condiciones de la técnica. Por ello,
fue necesario estudiar cada paso del procedimiento, de acuerdo con
lo descrito en material y método, presentando aqui los resultados
obtenidos con - las modificaciones que fueron necesarias realizar

a la té&cnica original.
Determinacidn del espectro de absorcidén.

La solucién patrén del ADN diluida adecuadamente, fue sujeta
al - analisis de su espectro ‘entre 200 y 340 nm,  con escalas
s(‘alec‘ciona‘das de 1:2, 1:1 y 1:0.5, encontréndose un pico - maximo
de absorcién a 260 nm (figura 13) en cada uno de los es‘pect‘.ros.

dentro del intervalo de longitudes de onda analizados.



Efecto de la concentracidn de lu difenilamina.

De acuerdo a lo seflalado en material y método, al estudiar
el efecto de la concentracién sobre el desarrollo de color desde
2 hasta 24 mg de la DFA en la mezcla de reaccién por tubo, en la
tabla 4, se muestran los valores promedio de absorcidn obtenidos
con muestras de 20 ye de ADN por tubo; se presentan con fines
comparativos los valores promedio de absorcién que mostraron los

blancos de reactivos correspondientes a 600 nm.

Con el propésito de ilustrar el efecto de la DFA sobre el
desarrollo de color de los datos de ‘absorcién de las muestras se
graficaron contra las diversas concentraciones de DFA analizada,
Las concentraciones del resto de reactivos se mantuvieron constantes,

con una sola concentracién de ADN.

En la figura 15, se observa que la curva de blancos de reactivos
muestra variaciones en absorcién de 0.020 a 0.035, sin que muestre
tendencia alguna por el efecto de las diferentes concentraciones
de la DFA, excepto en la méxima concentracidn, 24 mg del reactivo,
donde se observé un aumento de absorcidn a 0.045. En cuanto a los
tubos con ADN se encuentra que conforme aumenta la concentracién
de la DFA, existe un incremento en color con valores de ab’sorcién

de 0.030 hasta 0.310.
Seleccién de la longitud de onda.

Para la determinacién de la longitud de  onda adecuada se
desarrollé una curva patrén y al tubo correspondiente a 30 jlg de

ADN ‘se le determindé su absorcion entre 200 y 700 nm, enconiréndcse
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a 600 nm un pico maximo, con un minimo de absorcidn de su respectivo
blanco de reactive {figura 14). En el espectro de barrido, no hubo
algin otro pico de absorcién dado per el tubo de muestra. También
se analizé el espectro de absorcibén del ADN extrajdo del higado
de rata, segin la técnica de Setaro-Morley (29); para tal propdsito,
el extracto de ADN se diluyd bajo las mismas condiciones sefialadas
para la solucién patrén y sujeta al desarrolloc del color con DFA.
En la figura 14, se muestran los espectros de absorcién de dos
extractos distintes, lefdos contra sus respectivos . blancos de
reactivos; como se observa, los espectros de estos extractos mostraron

un solo pico de absorcién maxima a 600 nm.
Solubilizacién del ADN.

La disolucién del ADN en HCIOA 1 mol/L, segin la técnica
original dié absorbencias promedio de 0.130 a 0.940, como se muestra
en la tabla 5. La representacidén grafica de estos datos permitid
hacer un andlisis de la curva patrén con valores promedio, que se
observa en 1la figura 16, cuyo intercepto tiene un valor negativo
(~0.065); ademas, en los valores de ADN correspondientes a las
diferentes concentraciones en la curva, por ejemplo 10 y 20 & 20

y A0 Pg no hey proporcionalidad en los valores de absorcién obtenidos.

La disolucién del ADN en NaOH 5 mmol/L mas HClO4 2 mol/L
dié absorbencias promedic de 0.160 a 0.800 (tabla 5), cuya
cuya representacidén grafica en la figura 16 did un intercepto préximo

a cero (0.016).

Efecto del &cido perclérico.

Con relacién al desarrollo del color a pH Scido, en la técnica



original se agrega HCIC\A 1 mol/L a los tubos de reaccidén; en este
trabajo, con el propésito de disminuir el incremento de absorcidn

inespecifica se adicioné HClO, 2 y 3 mol/L,

A continuacién se nmuestran los resultados de los valores
de absorcién promedio para cada una de las- correspondientes
concentraciones de Hcloa. Para la curva con H(:l()‘x 1 mol/L, las
absorciones promedio fueron 0.150 a 0.470, para la concentracién
2 mol/L, las absorciones promedio fueron 0.180 a 0.800 y para 3

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

Las curvas patrdn resultantes se muestran en la figura 17.
El andlisis por minimos cuadrados de 1la curva ](Cloa 1 mol/L dib
1a menor pendlente 7.7 x 10™° y con un intercepto de 0.061; la curva
correspondiente a HClD4 3 mol/L dié una pendiente de 0.0166 y fue
paralela a la de 2 mol/L, pero con un intercepto de 0.126, que es
mayor al de la curva de menor concentracién de HCIOA: la pendiente
de la curva con HCXOa 2 mol/L fue de 0.0156 con un intercepto de

0.020.
Efecto de la concentracidén del acetaldehfdo.

Otro de los parametros que se analizé fue el efecto sobre
el desarrollo- del color por cambio en las concentraciones del
acetaldehido que en la técnica original se prepara en cantidad de
1.6 mg/ml, - sgragando al tubo de reaccién 100 #1 de esta solucién

(concentracién final 160 pg/tubo).

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

de 0.080, .por lo cual fue necesario analizar otras concentraciones
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del reactivo, que fueron 1.6, 2.2, 4.8, €.4 mg/ml, agragando 25
pl de cada concentracidn a la mezcla de reaccidn. En la tabla 7,
se indican las agbsorciones promedio correspondientes a las cuatro

diferentes cantidades de acetaldehfdo analizadas.

En la figura 18, se presentan lus curvas respectivas, cuando

el reactivo se utilizé a la concentracidén original, el intercepto

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

concentracién, hubo un  incremento en las absorciones resultando

una curva paralela pero con un intercepto de 0,076 y pendiente de

0.0156; en cambio cuando se ¢triplicé o cuadruplicé la caentidad de

acetaldenido hubo un aumento en la absorcibn con cambios de pendiente

de 0.017 e intercepto de 0.096 para 4.8 mg/ml y de pendiente de

0.0186 e intercepto de 0.012 para 6.4 mg/ml.

Influencia de la temperatura de incubacién sobre el desarrollo
de color.

Para el desarrolle del color, se indica una temperatura de
30°C y las curvas tuvieron absorciones promedio de 0.160 a 0.800
pero  cuando la  temperatura de incubacién fue de 37°C fueron de

0.190 a 0.820, como se muestra en la tabla 8. La representacidn

grafica de estos datos para la incubacién a 30°C dibé una curva con

intercepto de cero y una pendiente de 0.016. Ambas temperaturas

de incubacién dieron valores de absorcién semejantes, sobreponiéndose

casi totalmente las curvas patrdn (figura 19).
Condiciones finaies en el desarrollo del color por la DFA.

]\ través del desarrollo experimental en este trabajo, se
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han presentado las modificaciones que fueron necesarias reslizar,
con el propdsito de integrar una tiécnica que proporcione resultados
confiables en la cuantificacién del ADN por anilisis colorimétrico
con DFA. Por lo tanto, unra vez cstablecidas estas modiTicaciones,
el procedimiento para la ejecucidén de la curva patrdn con soluciones

esténdares de ADN quedS de la siguiente manera:

Soluciones reactivas.

a).- Solucién patrén de ADN concentrada disuelta en NaCH

5 mmol/L, 1 mg/ml.

b).- Solucién patrén de ADN de trabajo, disuelta en NaOH

5 mmol/L mas HClOa 2 mol/L, 250 Pg/ml.
¢).- Acetaldehido, 1.6 mg/ml.
d) .- Difenilamina al 4% disuclta en &cido acético glacial.

Cuando estas condiciones de trabajo se aplicaron a solucicnes
de ADN en la ejecucién de curvas patrén, el andlisis de 1la
determinacién de las pendientes, los Iinterceptos, covarianzas y
coeficientes de correlacién, conformaridn si es o no adecuada la
i‘eproducjbilidad de la técnica modificada de la DFA. Ademas, 1la
interpolacién de los valores de absorcién del ADN problema extraido
de tejidos hepiticos de rata en el laboratorio, también mostrara
si se logré la precisién esperada en la cuantificacién de este
compuesto; como ejemplo de este andlisis se muestran en la tabla
9 los datos de absorcidn y la ecuacidn de la recta y los parametros
covarianza. 'y - coeficiente de correlacidén, y enm la figura 20, la

representacidén grafica de la recta de regresidén resultante que
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integra a la curva de calibracidn.

Con los datos de absorcidén, se calculd la pendiente de 0.0162
con un intercepto de 0.020, y una covarianza de 0.004 cercanos
a cero y un coeficiente de correlacidn casi igual a uno (0.9998)

tabla 9.

La técnica ya modificada quedd establecida en este trabajo

de acuerdo al esquema siguiente:

Esquema de la técnica de Giles-Myers modificada.

Tubo DFA Estéandar de ADN HCLO , Acetaldehido
4% 2 mol/L 1.6 mp/ml
(;11) (p1) (}:a) ()xl) (p1)
Blanco 500 - - 500 25
1 " 40 10 460 "
2 " 80 20 420 "
3 " 120 30 380 "
4 " 160 40 340 "
5 " 200 50 300 "
Incubacién durante 20 horas a 30°C. Leer a 600 nm.

Anslisis de las curvas patrén con la técnica propuesta.

Tomando en cuenta todas las modificaciones de 1a " técnica
con DFA, que fueron sujetas a evaluacidén en el préeente tr;bajo.
se desarrollaron varias curvas colorimétricas durante tres meses,
los datos de absorcién del blanco de reactivos y las correspondientes

a las distintas concentraciones del ADH coloridas fueron sujetas
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al andlisis de resultados con el propdsito de determinar las variables

" de la curva de calibracidén de la técnica ya estandarizada.

Con el propésitoc de evaluar la sensibilidad porcentual de
la técnica (19), utilizando los datos de absorcién del ADN obtenidos
de la curva de calibracién mostrada en la figura 20, se consideré
como 100% a la absorbencia obtenida con 25 mg/dl del ADN
(tabla 10) por corresponder al tubo con la mis slte cromogenicidad
y este valor porcentual se relacioné con cada una de las absorciones
de las concentraciones menores del ADN estéandar. La gréafica
resultante que muestra la sensibilidad porcentual de la técnica
colorimétrica al ADN se nmuestra en la figura 21 donde el valor
de pendiente es de 0.0162 con un cceficiente de correlacién de

0.9998 y un intercepto de 0.020.

Anélisis de los datos cxperimentales de la curva patrén mediante

el método de Ringbom.

Con el propdésito de determinar el intervalo Gtil de concentracién
en la curva estandar y la sensibilidad de 1la técnica propuesta
en este trabajo para la cuantificacién del ADN, los datos de
concentracién y absorcién de la tabla 9, se analizaron matematicamente
segin lo propuesto por Ringbom (13); en la tabla 11 se muestran
los resultados de este andélisis y en la figura 22 se presenta la
curva de Ringbom resultante, correlacionando el logaritmo -de -1la
concentracién del. ADN contra sus respectivos valores de absortancia

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

Con estos valores se calculd el error fotométrico porcentual,

indicado en la tabla 12.
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E1 error fotométrico correspondié a 2.87% cuande la pendiente
fue de 80.07; la interpolacidén de este dato en la curva (figura
22) permitié determinar le sensibilidad de la técnica que fue de
1.0 pe- De acuerdo a lo establecido por Ringbom, los valores de
los errores fotométricos obtenidos segin las pendientes calculadas,
fueron menores del 5% (tabla 12), lo que significa que el intervalo
Gtil de la curva al relacionar la absorcidén contra la concentracién
del ADN en muestras problema, estard entre J:O yg/ml, como limite

inferior y 50 pg/ml de ADN como limite superior.

{% error fotométrico = z_io. , donde m = pendiente).



Capitulo 5§

Comentarios y conclusiones.

En el analisis de la  interaccién de 1la hormona esteroide
radiactiva con su receptor intranuclear, es primordial medir 1;3
cantidad de . hormona radiactiva incorporadas por unidad .de ADN; por
1o cual, en el laboratorio de Endocrinologia Molecular surgid la
necesidad de establecer una técnica que en forma rapida y confiable

conduzca a la cuantificacidén del ADN hepiatice.

En este trabajo, el propdsito fundamental fue establecer
las -condiciones y el procedimiento que permitan sistematizar una
técnica colorimétrica con la DFA (6) para cuantificar el ADN extrafdo

del higado total y de  los nilcleos purificandos del higado de la

ESTA TESIS M3 . BEBE
SALIR DE LA SiBLSSTECK:
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rata recién nacida.

Con 1la técnica de Setaro-Morley con agentes precipitantes,
disolventes, centrifugaciones y solubilizacién en caliente, se
lograron extracciones eficientes del ADN hepatico con recuperaciones

Sptimas alrededor del 100%.

En su propésito de extraer el ADN, este procedimiento se
semeja a la técnica propuesta por Schneider (31), que comprende
una extraccidn &cida en frio, solubilizacidén de lipidos en disolventes
¥ una solubilizacién 4&cida posterior del ADN en caliente; pero
a diferencia de éste, Setaro utiliza inicialmente disolventes con
solubilizacién en caliente lo cual conduce a una separacién exhaustiva
de 1fpidos y dos pasos Sucesivos de solubilizacién del ADN en &cido

perclérico.

La critica al método de Setarc podria ser un mayor nimero
de pasos en el proceso; Sin embargo, &sto es una garantia de lograr
recuperaciones adecuadas del ADN hep&tico, ademds de ofrecer 1la
ventaja de agregar disolventes saturados con acetato de potasio

lo cual disminuye significativamente la hidrélisis del ADN. (29).

En este trabajo se confirma que en las condiciones de ensayc,
la  técnica de extraccién resultd la mas adecuada, a diferencia
de otras que fueron desarrolladas en el laboratorio (23) y  que

proporcionaron porcentajes bajos de recuperacién.

En 1la estandarizacién de la reaccién colorimétrica con DFA
para la cuantificacién del ADN, una de las primeras condiciones

de -andlisis fue descartar ‘la presencia posible de sustancias
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contaminantes en el ADN del timo de ternera utilizado para la solucién

patrén.

A través del barrido del espectro de absorcién entre 200
¥y 340 nm, la presencia de un solo pico de absorcién a 260 nm, indica
la pureza del ADN contenido en las soluciones patrén y confirma

lo sefialado por los pr d. en el producto comercial.

Los incrementos inespecificos de absorcién por los A&cidos
nucleicos en la regién del U.V, sugieren la presencia de peptidos

y proteinas, entre otras sustancias contaminantes (6).

Para la cuantificacién colorimétrica del ADN, se encontrd

que la tracidn d: 3, de 1la DFA para el desarrollo del
color, fueron 20 mg que se adicionaron en la mezcla de reaccidn
y produjeron la intensidad de color adecuada con un valor de absorcidn
minimo para el blanco de reactivos, ¥y aunque concentraciones mayores
del reactivo aumentan la intensidad del color, el reactivo blanco

correspondiente también incrementa su absorcién.

Por lo anterior, resultaria inadecuado wutilizar cantidades
mayores del reactivo a la concentracién utilizada en esta técnica,
que corresponde a la concentracién indicada- en la técnica
original (6), por tal razén este reactivo no interfirié inicialmente
en los aumentos de absorcién inespecifica, en el reactivo bleanco.
Aunque mno s8e ha . establecido claramente el mecanismo de reaccién
de. la DFA, se ha demostrado que reacciona con la degoxirribosa

unida a las purinas (6).
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Seleccidén de la longitud de onda.

En cuante a la seleccioén de la lopgitud de onda para leer
las muestras coloridas resultantes entre las diferentes concentraciones
del ADN y la DFA, el valor de maxima absorcidén por la muestra
(30 pe de ADN) fue de 600 nm, valor que corresponde al sefialado
en la técnica original (6), que se observa en el espectro de absorcién
de la reaccién colorimétrica (figura 14). Aunque hay una absorcidn
importante después de 380 a 425 nm, también existe una absorcién
cas{ en paralelo del ré€activo blanco, mientras que a 600 nm la

absorcidén de este blanco, es la minima.

La longitud de onda a la que debe leerse una reaccidn colorida,
serd aquella donde se detecten cambios en el desarrollo de color,
como consecuencia de las diferentes concentraciones de la sustancia
a medir y que el reactivo blanco al dar la minima lectura de absorcién,
garantiza la eliminacidén de absorcién inespecifica. Es conocido
que el pico miximo de absorcidén dado por la muestra a medir, no
siempre corresponde a una longitud de onda donde la técnica sea
més sensible, sino ésto tiene que ser probado experimentalmente,
es decir en cantidades diferentes de la muestra a medir, trazar
las curvas de calibracidn correspondientes y analizar sus parametros,
como pendiente, intercepto, coeficiente de correlacién,‘ etc., para

definir este limite de sensibilidad (7).
Solubilizacién del ADN.

Con relacién a la preparacién de las soluciones patrdn del
ADN ' utilizando ‘un producto comercial purificado de timo de ternera,

la solubilizacién en HClO, 1 mol/L, no dié curvas de calibracién



econ la linearidad y reproducibilidad adecuadas; Munro (24), en
la parte de procedimientos para la extraccidén y separacién de Aacidos
nucleicos, cita los miltiples trabajos que a través de la literatura
han sido publicudos sobre la estabilidad del ADN en reactivos écidos
o alcalinos, Algunos autores indican en esta exhaustiva revisién,
que el ADN presenta una mayor estabilidad cuando se wutilizan
condiciones moderadas en su solubilizacidén en el acido perclérico,
por ejemplo las concentraciones menores de 1 meol/L del reactivo,

las bajas temperaturas {principalmente a temperatura ambiente}

y tiempos cortos de solubilizacién.

En este trabajo, la solubilizacién del ADN en NaOH para su
utilizacién en las soluciones patrén, did curvas de calibracién
con linearidad y sensibilidad adecuadas, 1o que sugiere que la
solubilizacidén del ADN en el Aalcali es satisfactoria, aunque  este
hecho no pudo compararse con datos en la literatura; Munro (24)
sefiala que el ADN es resistente a la exposicién alcalina, por las

siguientes razones:

En el ARN la hidrélisis alcalina afecta al grupo hidroxilo
del carbono 2 de la ribosa, provocando la transformacién espontanca
del compueste a 2' & 3' nucledtidos; mientras que en el ADN, el
carbono 2 de la desoxirribosa por carecer de hidroxilos, no es

afectado por el &lcali y transformarlo en los compuestos 2'3'

fosfotriésteres.
Acido perclérico.

Durante el desarrollo del color resultante de .la mezcla de

}1'(3).0‘1 con DFA en. presencia de ADM, cuando s2 u%ilizd la concentraclén
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2 mol/L del &cido, se obtuvieron curvas de calibracién con la
linearidad y sensibilidad utiles para la cuantificacidén del &cido
nucleico; en cambio las concentraciones de “Cma 1 y 3 mol/L no

cumplen con los requisitos.

Durante la estandarizacién de la técnica de la DFA (6), Burton
ﬁtiliza concentraciones de Hclo4 de 0.05, 1 y 2 mol/L del reactivo
a diferencia de los resultados aqui obtenidos, &l encontrd que
esta Wdltima concentracién disminuyé el desarrolle del color en
un 30% con relacidn al maximo obtenido con las concentraciones

de 0.05 a 1 mol/L del reactivo en presencia de la DFA.

Cuando se comparan volimenes finales de las mezclas de reaccién
coloridas de la presente técnica y la propuesta por Burton, se
encuentra que nuestro procedimiento contiene menor cantidad de
DFA (21 contra 24 mg), una molaridad mayor (0.0002 contra 0.0001 mol/L)
de Hc104 y una concentracién menor de acetaldehfdo (0.164 contra
0.176 mg); cuando se comparan las concentraciones equivalentes
de 1 ml de la mezcla de reaccidn, la dOnica diferencia es que la

técnica de Burton contiene una molaridad menor de HC10, (0-0001 mol/ml).

Las  proporciones entre la DFA, HCloa y acetaldehido probablemente

£ T el d 1lo  del color, de tal manera que las
concentraciones anteriormente sefialadas para nuestra técnica di6
como resultado, un procedimlento colorimétrico adecuado para ia

cuantificacién del ADN (tabla 13).

Acetaldehido.

Con el fin de disminuir la alta absorcién del reactivo blanco,
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otra modificacién a la técnica fue cambjar 1o concentracién del

acetaldehido sefialada por

(1a); al duplicar la
concentracién del reactivo en la mezcla de reaccién ADN-DFA, se
logré un incremento en la absorcidén: de tal manera que la curva
de calibracién resultante comparada con aquella de la técnica original
dié un wvalor de pendiente semejante, pero con un intercepto tres
veces mayor, las concentraciones al triple o cuadruple del reactivo
también intensifican el color, pero igualmente aumenta el intercepto

alrededor de 0.1 o mis de absorcidn.

Burton, quien introdujo por vez primera el uso de aldehidos
en la reaccién colorida con la DFA, demostrd que una concentracién
de 16 mg/ml de acetaldehido aumenté la intensidad de color,a diferencia
de otros aldehidos que probé, siendo este reactivo el dnico que
mostrd bajas absorciones en ausencia de ADN. El autor sefiala que

se desconoce el mecanismo de reaccidn (6).

Giles-Myers observaron la presencia de un color verde en
las soluciones reactivas mezcladas con acetaldehide al agregarlo
a la DFA, por lo cual decidieron adicionarlo por separado al final
de la reaccién, logrando una importante disminucién en la absorcién
del reactivo blanco (a una tercera parte); ademds al cambiar el

l-IZSC)‘l por Hclo4, la absorcidn disminuyd hasta una tercera parte.

Otra modificacién de 1los autores, fue aumentar al doble 1la
concentracién de la DFA (de 2 al 4%) y disminuir la concentracién
del acetaldehido diez veces de la original (16 a 1.6 mg/ml) con

lo cual aumentd en un 70% la sensibilidad de la técnica.



En  virtud que en la presente técnica, el cambio de

concentraciones del acetaldehido no mejoré la sensibilidad de las
curvas, la concentracién del reactive quedd sin cambio; aunque
disminuyé la cantidad de este reactivo, por agregar un volumen

diferente de este (25 rl), en el desarrollo del color (tabla 13).

Temperatura.

Upa Gltima valoracién que hubo de realizarse, fue la incubncién
de los tubos en la mezcla total de soluciones reactivas para lograr
una coloracién &ptima por efecto de 1la temperatura. La Unica
temperatura probada fue a 37°C durante 20 horas, ademis de la sefialada
por Burton a 30°C durante 18 horas. Al comparar las curvas de
calibracién incubadas a 30 y 37°C no hubo diferencia en la intensidad
del color ni modificaciones importantes en los parémetros de 1la
curva, tal vez, porque el intervalo de temperaturas probado fue

demasjado corto.

La reaccidén original de la DFA en una mezcla de acidos acético
y sulfiGrico se desarrollaba calentando a 100°C por 10 minutos
(6); sin embargo, Burton aumentd la sensibilidad de la +técnica
3.5 veces mAs que la original por dismunicién de la temperatura
de incubacién de 100 a 30°C y prolongando el tiempo de incubacién
de 10 minutos a 18 horas. Este autor, sefiald que la temperatura
constante no fue importante y que las variaciones entre 25 y 35°C
probadas par €1, no tuvieron un efecto importante en el aumento

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

modificarla y al final quedd establecida a 30°C durante 20 horas.
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Evaluacién de la técnica colorimétrica modificada propuesta.

De acuerdo con la determinacidén de los parametros de pendiente,
intercepto, covarianza y coeficiente de correlacién de una curva
patrén figura 20, se observa que la técnica ofrece una sensibilidad
adecuada segin se observa por la inclinacién de la pendiente en
la curva y un intercepto con un valor muy préximo a cero (absorcién
muy baja del reactivo blanco que sugiere ausencia de contaminantes)
y una minime dispersién por una correlacidén adecuada entre los
valores de absorcién y 1los incrementos en la concentracidn del

ADN esténdar (covarianza prdxima a cero y coeficiente de correlacidén

cercano a unol.

Determinacién del intervalo Gtil y sensibilidad en la curva

patrén.

De acuerdo. a los datos mostrados en la tabla S y a la curva
de 1la figura 22, segin el manejo matematico por el mérodo de
Ringbom -(13) se encontrd que la sensibilidad con la téenica
colorimétrica propuesta alcanza el valor de 1.0 JE lo gue pernmite
garantizar la reproducibilidad de la misma al lograr diferencias
de absorcidén, con pequefios cambios en la concentracién del ADN.
El intervalo titil de concentracién de la curva de calibracién permitié
cuantificar con precisién el contenido de ADN de lac fmuestras hepéticas
'problema de rata puesto gque la cantidad del compueste a medir
correspondid a valores intermedios entre 1los limites superior e

inferior de la curva.

En el presente trabajo, para la extraccién de ADN del tejido

hepatico de la rata, se demostré que el método adecuade para ello,



- 48 -

es el propuesto por Setaro-Morley bajo las condiciones experimentales

aqui sefaladas.

En la cuantificacién del ADN por técnicas colorimétricas
es primordial tener presente que la confiabilidad de estos procesos
comienza desde la preparacién de los rea:‘tivoc: que desafortunadamente
sobre su manipulacién y conservacidn, la informacién es insuficiente
o ni siquiera existe, como en el presente caso, donde las propiedades
quimicas peculiares de los reactivos DFA y acetaldehido necesitan

un manejo especial.

La manipulacibén de estos reactivos y la preparacién de sus
soluciones reactivas deben ajustarse fielmente a las indicaciones
seflaladas, es m&s, reactivos como la DFA deben repartirse en alicuotas
adecuadas dentro de {rascos opdcos a la luz y mantenerse bajo las

condiciones seflaladas por los proveedores e ir utilizando y desechando

frasco por frasco, segin las necesidades de trabajo.

El ADN para su disolucidén como estindar debe agregarse al

NaOH 5 mmol/L y para la solucién de trabajo diluirse en HClU4 2 mol/L.

Otro requisito importante es adquirir los reactivos analiticos

con las caracteristicas sefialadas en este trabajo. Ya que al pasar

por alto la presencia de ciertos contaminantes o estados de oxidacién
de ‘los reactivos, inducirad a cambios en la absorcién de la reaccidn

colorimétrica.

El desarrollo ‘de ‘la técnica colorimétrica con la DFA para

la cuantificacidén del ADN hepético ejecutada bajo los lineamientos

establecidos en este trabajo, permiten proponer la técnica modificada
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con la precisiébn y 1a sensibilidad necesarias para la medicién

del compuesto de interés y asi cumplir los objetivos especificos

de cuantificacién del ADN, en los proyectos de investigacidn que

determinaron el estudio y la adaptacién de este procedimiento

cuantitativo.
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*Bohinski, R.C. Bioq. p. 212, 1978
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Tabla 1*

Contenido en ADN en células de pollo.

Tejido A D N (pg/célula)
Corazén 2.85
Rifién 2.20
Higado 2.66
Bazo 2.55
Pancreas 2.61
Eritrocito 2.49
Células espermiticas 1.26

*A. Lehninger. Bioquimica p. 677, 1977



Tabla 2

Contenido aproximado en ADN de algunas células y virus.

Especies

Mamiferos

Anfibios

Peces

Reptiles

Aves

Crustéceos
Moluscos

Esponjas

Plantas superiores
Hongos

Bacterias
Bacteriéfago Ty {por virién)

Bacteri6fago L (por virién)

*A. Lehninger. Bioquimica p.

ADN

(pg/célula)

2.5

0.02. - 0.17
0.002 - 0.06
0.00024

0.00008

676, 1977

Nimero de pares
de nucledtidos

(millones)

5500
6500
2000
4500
2000
2800
1100

100
2300

20

0,22

0.07
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Figura 5. Estructura del ADN en la |
cual se identifican ‘lag cadenas
antiparalelas y los surcos = mayor
¥ menor.*

*Felsenfel, G. 1y . C. p. 26, 19878



Figura 6. Estructura del ADN en dos dimensiones,
en la cual se muestra la complementariedad
de bases adenina-timina y guanina-citosina.*

*Felsenfeld, G. I y C. p. 26, 1978
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Figura 7. Esquema que muestra los modelos ADN-B y ADN-Z.*

*Rich, A. Ann. Rev. Biochem. 53: p. 791, 1984
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Homogenizado de tejido

Extraccién dcida en frio

Fraccién dcido soluble
Disolventes de lipidos
(moléculas pequefias)

Fraccidén lipidica Extraccidn 4cida
(fosfolipidos) en caliente
Extracto 4cido contiene Residuog de
productos de hidrélisis proteina
Cuantificacién de ARN. Orcinol Cuantificacién de ADN
Difenilamina

Figura 9. Procedimiente de Schneider para la extraccidn y

cuantificacién de &cidos nucleicos.*

*Methods of Biochem Anal. Vol XIV p. 115, 1967



ado de tejido

Extraccién de lipidos

Fraccién lipidica

(foafolipidos)

Fraccién &cido soluble

(moléculas pequefias)

Extraccién con HC10,

0.2 mol/L en frio

Extraccién con HC1O0,
0.1 mol/L durante

18 horas a 4°C

Extracto Acido

contiene ARN

Cuantificacién de ARN

por absorcién U.V.

Extracto acido que

contiene productos de

Extraccién con Hr:lo4 0.5 mol/L
durante 20 minutos a 70°C &
HC10, 1 mol/L Qurante 30 min a

80°C (tejido animal)

Residuo de

proteinas .

hidrélisis de ADN

Cuantificacién ADN por absorcién U.V.

Figura 10. Ex-o'cedimiento de Ogur-Rosen para la extraccion Y.

cuantificacién de Acidos nucleicos.*

*Methods of Biochem Anal. Vol XIV p. 116, 1967



Homogenizado de tejido

Extraccién acida en frio

I

Fraccién &cido soluble

{moléculas pecquefias)

Disolventes de lipidos

Fraccién lipidica

(fosfolipidos)

Hidrélisis alcalina

seguida .de acidificacién

Fraccién &cido

soluble ARN

Determinacién de
ARN por medicidn

de fésforo

" Figura 11. Procedimiento de Schmidt-Thannhauser

Precipitado

ADN-proteinas

DeterminaciSn de
ADN por medicién

de fésforo

para’ la extraccidn

y cuantificaci6én de &cidos nucleicos.*

*Mcthods Biochem Anal. Vol XIV p.. 114, 1967



Homogenizado dc higado de rata

l-—'i"_—‘l

R+ 5 SF (2 veces)

—t

R+ A TC (2 veces)

E Ac K (2 veces)

+ E 60°C 15 min

r—fi—:

R 40°C 15 min

+ A P C 75°C 15 min

l‘"j"_'_l

R+ APC

temperatura ambiente

Cuantificacidn 10 min
ADN.
Difenilamina s R

Cuantificacién ADN.

Difenilamina

Figura 12. Procedimiento de Setaro y Morley' para la extraccién

y. cuantificacién de ADN de higado de rata.*

*Anal Biochem 8l: p. 467-471, 1977



S F
PC

TC

Abreviasturas:

- Solucién salina fisloldgica 0.9%
-~ Acido perclérico 1 mol/L

- Acido tricloroacético 0.6 mol/L
- Etanol-acetato de potasio 1%

- Etanol absocluto

- Scbrenadante

~ Residuo

- 3500 rpm durante 20 min a 4°C



Tabla

3

Higado ADN Recuperacién
() (mg/g tejido)* %
5.36 12.33 100
5.49 12.63 102
5.24 12.05 98
4.96 11.41 a3
5.78 13.29 108

*1 g de tejido hGmedo contiene 2.3 mg de ADN (25)
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Tabla

DFA

(mg)

12
16
20

24

Tubos de reaccién colorida

Blanco de reactivos ADN®*
Absorbencias a 600 nm
0.020 0.032
0.025 0.080
0.030 0.157
0.035 0.180
0.030 0.2a2
0.030 0.300
0.045 0.310

*Concentracién de 20 ye de ADN en todos los tubos
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Figura 14, Grifica que muestra el efecto de las concentraciones

de difenilamina (D F A} en la reaccidn colorimétrica..

La linea continua muestra la absorcidén de 20

p8 de ADN y-la lines discontinua indica la absorcién
del  correspondiente blance de  reactivos, a las

concentraciones de la DFA.
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Figura 15. Espectro de
ADN con la DFA.
La solucidén de ADN de 30 pg/ml se analizé de 200 a 700 nm
més el blanco de reactivo contra agua. También se muestran
los espectros de dos extractos de ADN hepatico, analizados

bajo las mismas condiciones.




Tabla S

ADN

()

10
20
30
40

50

HClO4

2 mol/L

HCl0, + RaOH

2 mol/L 5 mmol/L

Absorbencias a 600 nm

0.130

0.350

0.580

0.840

0.940

0.160

0.320

0.480

0.650

0.800
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Figura 16. Grafica de la solubilizacién del ADN en HClOa

1 mol/L y en NaOH-HClO4 2 mol/L.
La - linea continua  representa 1la absorcidn
del ADN solubilizado en NE|0H~HC104 y 1la

discontinua al ADN solubilizado en Hcloa.



Tabla 6

ADN

(pa)

10
20
30
40

50

Acido  perclérico

1 mol/L 2 mol/L 3 mol/L
Absorbencias a 600 nm

0.150 Q.180 0.300

0.1380 0.330 0.460

0.330 0.480 0.600

0.320 0.650 0.800

0.470 0.800 0.960
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Figura 17. Grafica que representa el efecto de- la
solubjlizacién del ADN en diversas
concentraciones del HC10, en la reaccién
colorimétrica,

Cada linea muestra la absorcidon del ADN  a las
concentraciones indicadas en soluciones

de 1 a 3 mol/L de HC10,,.



Tabla 7

ADN

10
20
30
40

50

Acetaldehido
(mg/ml)
1.6 3.2 1.8 G.4
Absorbencias a 600 nm
0.180 0.220 0.250 0.300
0.330 0.400 0.450 0.490
0.480 0.550 0.630 Q.700
0.670 0.700 0.750 0.850
0.780 0.850 0.950 1.050
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Figura 18. Grafica que muestra el efecto de la concentracién.

del acetaldehido en la reacci6n colorimétrica.
Cada . linea indica los valores de absorcidn
del ADN con cada una de las diferentes concentra-

ciones sefialadas del acetaldehf{do.



Tabla

8

ADN

(pe)

10
20
30
40

50

Temperatura de incubacién

30°C 37°C
Absorbencias a 600 nm
0.160 0.190
0.320 Q0.340
0.480 0.520
0.640 0.660
0.800 0.820
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Figura 19. Grifica cque representa el efecto’ .de

la temperatura de incubacién (18 horas) en
la reaccidn colorimétrica.

La linea continua representa la absorcién
del ADN incubado’ @& 30°C" y 1la linea

discontinua ' muestra la absorcién ' del

' ADN incubado a 37°C.



Tabla 9

ADN Absorcién
()xg) 600 nm
o 0.025
10 0.180
20 0.350
30 0.500
a0 0.670
50 0.830

v = 0.0162 x + 0.02

Sxy = 0.004

r = 0.9938
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Figura 20. Grafica de la curva patrdn con solucién estdndar
de ADN a diferentes concentraciones, de acuerdo

a las condiciones establecidas en el trabajo

experimental.



Tabla 10

ADN Abgorcibn porcentual
mg/dl
5 21.69
10 42,17
15 60.24
20 80.72

25 100.00
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Figura 21. Grifica de la’ curva patrén con solucidn

estandar de ADN a diferentes concentraciones
y su relacién con cus respectivos valores
de absorcién. Determinacién de la senbilidad

porcentual del ADN.



Solucién eetandar

ugde ADN

10
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50

Tabla

log. de Conc.

ADN

1.0000
1.3010
1.4771
1.6021

1.8990

11

0.182

0.344

0.506

0.668

0.830

% de T

65.77
45.29
31.19
21.439

14.79

Abportancia

34.23
54.71"°
68.81
78.51

85.21
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Figura 22. Grafica de la curva patrén con solucién esténdar
de ADN a diferentes concentraciones. Correlacidn
del 1logaritmo de 1las concentraciones del ADN

contra sus respectivos valores de absortancia.

Determinacién de la. sensibilidad igual a 1.0 g de

ADN (*).



Tabla 12
Error
Logaritmo de la Valores de absortancia Ecuacién de fotométrico
concentracién la recta porcentual
%, X, "y B y=mx+hb
1.0000 1.3010 34.23 54.71 y = 68.03 x + 0.263 3.38
1.3010 1.4771 54.71 68.81 y = B0.07 x + 0.425 2.87
1.4771 1.6021 68.81 78.61 y = 77.64 x + 0.587 2.96
78.51 85.21 y = 69.14 x + 0.749 3.33

1.6021 1.63890




Tabla

13

Componentea de la mezcla de reaccidn

Téenica Dizolvente ADn DF A MCLoO, Acetaldehfdo | Volumen
propuesta HC10, 1 mol/L 250 ug/ml ax 1 mol/L 1.6 mg/m
por
por
tubo
Burton K. Concentracién/ml  10-50 ug 20 mg 0.0001 mol 0.16 mg
Concentracidn 10-50 ug 24 mg ©.0001 mol 0.176 mg 1.1 ml
Final por tubo .
Disolvente ADN DF A HCLO, Acetaldehido volumen
Técnica HaOH ~ HCLO, 250 ug/m} 4% 2 mol/L 1.6 mg/mi por
5 mmol/L 2 mol/L
modificada - tubo
propuesta Concentracién/mli 10-50 ug 20 mg 0.0002 mol 0.16 ng
Concentracidn 10~50 ug 21 mg 0.0002 mol 0.164 mg 1,028 ml
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