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RESUMEN

INTRODUCCION
El estudio del acido desoxirribunocleico (DNA) es imprescindible para la medicina moderna; por ello,
se ha disefado diferentes técnicas para su extraccion, cuyos costos son altos y de tiempo prolongado.
En este ttjrabajlcr se describe un método modificado de extraccion de DNA (DNA-UMSAgen) basado en la
técnica de Miller.

METODOS

Las células mononucleares fueron obtenidas de sangre venosa periférica de un sujeto voluntario, para
realizar 40 extracciones de DNA; 20 con el método modificado DNA-UMSAgen y otros 20 con el método
clasico. Posteriormente se evalué la concentracion, calidad y utilidad de estos DNA extraidos.

RESULTADOS

La pureza del DNA extraido por el método DNA-UMSAgen es de 1,88 similar al de la técnica clasica 1,91,
las concentraciones obtenidas son 20,4 ug/106 cel y 56ug/106 cel respectivamente. La evaluaciéon por
electroforesis en agarosa y la amplificacion del exon 12 del gen JAK2 por PCR fue satisfactoria.

CONCLUSION
El método DNA-UMSAgen es una alternativa de extraccién de DNA gendémico, rapido y econémico,
adecuado para paises en vias de desarrollo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

DNA is the genetic material of the cell. Actually for its study, laboratory techniques are available that
require its extraction free of impurities. This paper describes the DNA-UMSAgen method as an alternative
for DNA extraction which is based on the Miller technique.

METHODS

The mononuclear cells were obtained of venous peripheral blood of a voluntary subject, for to realize 40
DNA's extractions; 20 with the modified method DNA-UMSAgen and other 20 with the classic method.
Later there was evaluated the concentration, quality and utility of these extracted DNA.

RESULTS

The DNA purity extracted by the DNA-UMSAgen method is 1,88 similar to the classic technique 1,91, the
concentration obtained were 20,4 ug/106 cells and 56ug/106 cells respectively. The evaluation by agarose
gel electrophoresis and the amplification of the exon 12 of the JAK2 gen by PCR was successful.

CONCLUSION
The DNA-UMSAgen extraction method is a very acceptable fast, easy and inexpensive alternative method
for underdeveloped countries for DNA extraction.
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INTRODUCCION

El acido desoxirribonucleico (DNA) es el
material genético de las células eucariéticas’
cuya manipulacién y analisis es imprescindible
para el estudio de las bases moleculares en las
enfermedades; actualmente diversos métodos de
biologia molecular permiten extraer DNA desde
virus hasta células humanas?:.

Para la extraccion del DNA se requiere aislar
proteinas, polisacaridos y lipidos; ademas, el
material utilizado en el proceso de extracciéon
debe estar libre de DNasa asociado a manipulacién
cuidadosa para evitar su degradacion*.

A diferencia del método clasico, el método
modificado DNA-UMSAgen no utiliza proteinasa
K ni fenol cloroformo para la extraccion del DNA.
El presente trabajo describe un método modificado
de extraccion de DNA gendmico a partir de la
técnica de Miller (5) que es rapido y econémico.

MATERIAL Y METODOS

Las células mononucleares fueron separadas por
gradiente de concentracién en Histopaque 1077
(Sigma - Aldrich, Reino Unido) a partir de 10 ml
sangre venosa periférica de un sujeto voluntario,
posteriormente las células mononucleares fueron
alicuotadas a una concentracién de 1 x 106 en
tubos Eppendorf y conservadas a -20 °C.

REACTIVOS

e NLB (nuclear lysis buffer)
10 mM Tris-HCl pH 8,2
(Tris-hidroximetilaminometano)
0,4 M Na Cl (Cloruro de sodio)
2 mM Na2 EDTA pH 8,0 (Acido Etilendiamino
tetraacético sal disddica)
Disolver 23,37 g de Na Cl en 900ml de agua
destilada, agregar 10ml de Tris-HCl 1M pH 8,2
y 10 ml de Na2 EDTA pH 8 enrasar a 1 litro con
agua destilada.

e SDS 10% p/v (dodecil sulfato de sodio)
Disolver 100 g de SDS en 1 litro de agua destilada
a 20°C en bano maria.
Mezclar 300 ml de NLB con 20ml de SDS al 10%,
antes de usar.

e Na Cl 6M (cloruro de sodio saturado)
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Disolver 350,64 g de NaCl en 800 ml de agua
destilada después de agitar por 30 minutos
enrasar a 1 litro con agua destilada.

e Acetato de sodio 3M
CH3COONa (acetato de sodio)
Disolver 24,6 g de acetato de Na en 100 ml de
agua destilada.

e Solucién de lisis para globulos rojos 10X
NH4Cl (cloruro de amonio)
KHCO3 (bicarbonato acido de potasio)
Na2 EDTA pH 8,00 (Acido Etilendiamino
tetraacético sal disédica)
Disolver 82,9 g de NH4CI, 10 g KHCO3 y 370
mg de Na2 EDTA en 800 ml de agua destilada
y enrasar a 1litro. Pasar por filtro de 0,45um y
diluir 1:10 antes de usar.

EX:I'RACCION DEL DNA GENOMICO CON EL
METODO DNA-UMSAgen.

e Resuspender el sedimento de células (1 x 106)
en 900 pl de NLB-SDS.

e Agregar 300 pl de cloruro de sodio 6 M, luego
agitar en vortex por un minuto.

e Agregar 600 pl de cloroformo.

Mezclar por inversién durante 5 minutos hasta

observar una solucion homogénea.

e Centrifugar a 4000 rpm durante 5 minutos.

e Recuperar la fase superior en otro tubo
Eppendorf.

e Agregar 600 ul de cloroformo -alcohol isoamilico
24:1.

e Mezclar por inversidon durante 5 minutos hasta
observar una solucion homogénea.

e Centrifugar a 4000 rpm durante 5 minutos.

e Recuperar la fase superior en otro tubo
Eppendorf.

e Agregar 30 pl de acetato de sodio 3M.

e Agregar 1mldealcoholabsolutofrio(conservado

a -20°0).
e Mezclar hasta la visualizacion del DNA
precipitado.

e Sacar el DNA precipitado con una aguja
hipodérmica G21 y depositarlo en otro tubo
Eppendorf.

e Resuspender en 1ml de etanol al 70%
(conservado a -20°C)

e Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.

e Desechar el sobrenadante y dejar secar el DNA a
medio ambiente.

e Resuspender en 100 pl de agua tridestilada.

e Dejar una noche a temperatura ambiente para
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su disolucion completa.
e Conservar a 4°C.

EXTRACCION DEL DNA GENOMICO CON EL
METODO CLASICO.

e Resuspender el sedimento de células (1 x 106)
en 480 pl de TNE 1x.

e Agregar 100 pl de SDS 10% y 20 pl de proteinasa
K (20 mg/ml).

¢ Incubar en bafho maria a 37 °C por 12 horas.

e Centrifugar a 4.000 rpm por 5 minutos.

e Recuperar el sobrenadante en otro tubo
Eppendorf.

e Agregar600puldefenol-cloroformo(1:1).Mezclar
por 5 minutos hasta su homogenizacion.

e Centrifugar a 4.000 rpom por 5 minutos.

e Recuperar el sobrenadante en otro tubo
Eppendorf.

e Agregar 600 pl de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1). Mezclar por 5 minutos hasta
su homogenizacion.

e Centrifugar a 4.000 rpom por 5 minutos.

e Recuperar el sobrenadante en otro tubo
Eppendorf.

e Agregar 50 pl de acetato de sodio 3 M.

e Agregar 1 ml de etanol absoluto frio (-20°C).
Agitar gentilmente y esperar su precipitacion.

e Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos.

Desechar el sobrenadante. Agregar 1ml de

etanol al 70% conservado a -20°C.

Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos.

Desechar el sobrenadante.

Secar el DNA a medio ambiente.

Agregar 100 ul de agua tridestilada y dejar por

una noche a temperatura ambiente para su

disolucién completa.

e Conservar a 4°C.

ANALISIS CUANTITATIVO DEL DNA.

La concentracion de DNA se determiné por
espectrofotometria UV a 260 nm en una solucién
diluida de DNA 1/50. El calculo se realiz6 con la
siguiente férmula:

Absorbancia 260nm x 50 x dilucion
1000

= pg/ul DNA

ANALISIS CUALITATIVO DEL DNA

La calidad del DNA se evalué mediante la
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separacion electroforética en gel de agarosa al
0.8% con bromuro de etidio, migrado a 80 V por
60 minutos. En la migracion se utilizé el marcador
de pares de bases: Marker Il. Se consider6 DNA de
alta calidad, a la presencia de bandas iguales o
superiores a 23.000 bp.

ANALISIS DE PUREZA DE DNA

La pureza del DNA se calcul6 mediante la
relacion entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm;
considerando DNA de alta pureza a valores igual
a1.8+0.1.

AMPLIFICACION DE DNA

El DNA gendémico se amplific6 mediante la técnica
del PCR (reaccién en cadena de polimerasa)
utilizando primers del exon 12 del gen Jak2 de
acuerdo a protocolo establecido®. Los productos
amplificados fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio.

RESULTADOS

Se realizaron 40 extracciones de DNA gendmico
a partir de 1 x 106 células mononucleares, 20 por
el método DNA-UMSAgen y 20 por el método
clasico.

Las concentraciones de DNA fueron 20.4 ug y 56
pg por 106 células mononucleares por el método
DNA-UMSAgen y Clasico respectivamente (cuadro
1y 2). La pureza del DNA extraido fue 1.88 para
el método DNA-UMSAgen y 1.91 por el método
clasico (cuadro 1y 2).

CUADRO 1

Extraccion de DNA por el método
DNA-UMSAgen

Muestra DNA Pureza
pg/10°cel  |Abs 260/280

1 19,5 1,85
2 15,5 2

3 38,5 1,9
4 20 1,9
5 17 1,88
6 16,5 1,8
7 13 1,88
8 10 1,86
9 9,8 1,85
10 49,5 2
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11 56 1,8
12 6,7 1.8
13 13 1,88
14 10 1,86
15 9 1,85
16 21 1,88
17 19 1,85
18 20 1,9
19 17 1,88
20 27 1,96
x 20,40 1,88
CUADRO 2.

Extraccion de DNA por el método clasico

Muestra DNA Pureza
ug/i10°cel  |Abs 260/280

1 27 1,95
2 27 2

3 26 2

4 21 1,88
5 93,5 1,9
6 93,5 2

7 16,2 1,85
8 80 1,9
9 95,5 1,9
10 39,5 1,8
1 73,2 2

12 52,5 1,9
13 17 1,86
14 93 2

15 16 1,85
16 80 1,9
17 95 1,9
18 39 1,8
19 52 1,9
20 83 1,9
X 56 1.91

Los resultados de la concentracién del DNA extraido
por ambos métodos son estadisticamente diferentes
y en referencia a la purezay calidad ambos métodos
son adecuados (cuadro 3, figura 1).

Cuadro 3. Comparacién de la concentracién y
pureza de DNA extraido por los métodos DNA-
UMSAgen y clasico.

DNA Pureza
pg/10°cel Abs 280/260
DNA-UMSAgen Clasico DNA-UMSAgen Clasico
X 20,4 55,99 1,88 1,91
SD 13,2 31.2 0,06 0,06
p 0,0000 0,12
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FIGURA 1.

Migracion de DNA extraido con método
DNA-UMSAgen y Clasico.

A.Migracion electroforética de 3 pg de DNA
en agarosa 0.8% con bromuro de etidio. MlI,
Marker II; columna 1, método DNA-UMSAgen;
columna 2, DNA degradado; columna 3, método
clasico.

B. Migracién electroforética de Amplificacion
del exon 12 del gen JAK2 por PCR en agarosa
2% con bromuro de etidio. MVIII Marker VIII;
columna 1, método DNA-UMSAgen; columna 2,
DNA degradado; columna 3, método clasico.

El estudio de costos para el método DNA-
UMSAgen es de un doélar y para el método
clasico es de dos dolares.

El tiempo de extraccion utilizado por el método
DNA-UMSAgen es de 2 horas, mientras para el
método clasico es de 24 horas.

DISCUSION

El DNA genémico es utilizado en laboratorios de
Biologia Molecular para determinar la etiologia
y las caracteristicas genéticas de diferentes
patologias.

Desde la primera extraccién del DNA hasta la fecha
se han disefado diversos métodos de extraccion;
en los ultimos afnos se hicieron populares los Kits




REVISTA CUADERNOS Vol. 51-2/2006

patentados que simplifican la extraccion, pero
disminuyen la calidad del DNA con costos cada vez
mayores.

En el método DNA-UMSAgen no se utiliza la
proteinasa K, (enzima de alto costo); en su lugar
se utiliza el NLB (del anglosajon: “nuclear lysis
buffer”) que reduce el tiempo del procedimiento
de 12 horas (método clasico) a 5 minutos. Ademas
no se utiliza el fenol, una sustancia catalogada
como muy toéxica para el manipulador y para el
medio ambiente. Al recuperar el DNA precipitado
con una aguja hipodérmica, nos permite obtener
DNA de alta calidad (de mayor niumero de pares
de bases) dejando DNA de menor niumero de pares
de bases en la solucion; probablemente por ello la
concentracién del DNA sea inferior en relacién con
el método clasico.

El método DNA-UMSAgen simplifica los pasos,
ahorra tiempo y dinero, obteniendo DNA de
alta calidad tal como lo demuestran los estudios
de espectrofotometria y electroforesis en gel de
agarosa. Los costos de extraccion se reducen en
aproximadamente 50% en relaciéon con el método
clasico y mas de 200% en relaciéon con otros
métodos patentados.

La cantidad de extraccion de DNA con DNA-
UMSAgen es menor en relacion con el método
clasico, pero suficiente para realizar técnicas
como Southern blot, PCR, etc. La pureza es
ligeramente superior con DNA-UMSAgen aunque
no estadisticamente significativo.

El método DNA-UMSAgen con las ventajas ya
descritas, requiere ser validado para su utilizaciéon
a nivel internacional.
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