Articulo original Conoc. amaz. 8(1): 51-56 [2017] 51

Comparacion de dos métodos para aislar ADN gendmico humano a partir
de discos de papel filtro impregnados con sangre total

Comparison of two methods to isolate human genomic DNA from
filter paper disk impregnated with whole blood

Frida E. Sosa-Amay', Hicler N. Rodriguez? y Juan C. Castro?

Recibido: noviembre 2016
Aceptado: diciembre 2016

RESUMEN

El aislamiento de ADN genémico humano (ADN,,) es requerido para una gran variedad de analisis genético-
moleculares. Varios laboratorios con suficientes recursos aislan el ADN,, con kits comerciales, estos
presentan ventajas, pero son caros y no siempre funcionan para diversos tipos de muestras bioldgicas. Por
tanto, es necesario disponer de métodos alternativos con caracteristicas similares, pero baratos y de
“amplio espectro”, es decir, que funcionen para diversos tipos de muestras bioldgicas. Por lo que, el objetivo
de esta investigacion fue comparar dos métodos para aislar ADN,, a partir de discos de papel filtro
impregnados con sangre total. Con un estilete se recolectaron muestras de sangre capilar de 10 individuos
adultosy se procedid aimpregnar la muestra en discos de papel filtro. Posteriormente, se aisl6 el ADN,, con
el QlJAamp DNA Mini Kit y un método casero que usa el detergente bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(BHTMA) y solventes orgénicos. El ADN,, obtenido con ambos métodos fue analizado por
espectrofotometria y electroforesis para determinar su calidad y cantidad. También, la calidad se evalué
mediante amplificacidon con la reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP). Los resultados del analisis
espectrofotométrico muestran que con el método casero se obtuvo ADN,, de mayor calidad (A,/A,,=1,7 £
0,3; A,o/A,, = 1,9 1 0,4) que con el kit comercial (A,,/A,, = 1,51 0,5; A,./A,;, = 1,6 £ 0,2). Asimismo, con el
método casero se obtuvo- 1,4 veces mas ADN,, que con el kit comercial. Finalmente, mediante los analisis
electroforéticos y amplificacion por la RCP se corrobor¢ la alta calidad del ADN,, obtenido con ambos
métodos. En conclusién, con un método casero basado en el uso del BHTMA se logro aislar ADN,, de alta
calidad y cantidad apropiada para analisis moleculares que demostro ser superior en varios parametros en
comparacion con un kit comercial.

Palabras claves: dcidos nucleicos, analisis genético-moleculares, BHTMA, purificacién de ADN.

ABSTRACT

Isolation of human genomic DNA (,,DNA) is required for a wide variety of genetic-molecular analysis.
Various laboratories with sufficient resources isolate |, DNA with commercial kits, these have advantages,
but are expensive and show limitations for different types of biological samples. Accordingly, it is necessary
to have alternative methods with similar characteristics, but of low-cost and "broad spectrum", in other
words, they can work for different types of biological samples. Therefore, the objective of this research was
to compare two ,,DNA isolation methods from filter paper disk impregnated with whole blood. With a stylet
capillary blood samples were collected from 10 adult individuals and samples were impregnate into filter
paper disk. Subsequently, , DNA was isolated with the QlAamp DNA Mini Kitand a homemade method using
the hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) detergent and organic solvents. The ,,DNA obtained
with both methods was analyzed by spectrophotometry and electrophoresis to determine its quality and
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quantity. Also, quality was evaluated by amplification with the polymerase chain reaction (PCR). Results of
the spectrophotometric analysis display that highest quality ,,DNA was obtained with the homemade
method (A,./A, = 1,7 £ 0,3, A, /A,,, = 1,9 £ 0,4) comparing with the commercial kit (A,,,/A,,, =1,5+0,5,
Ao/A,=1,6£0,2). Additionally, with the homemade method was obtained~ 1,4 times more, DNA than the
commercial kit. Finally, by electrophoretic analysis and PCR amplification was corroborated the high-quality
»DNA obtained with both methods. In conclusion, with a homemade method CTAB-based was feasible to
isolate high-quality and appropriate quantity ,,DNA for molecular analysis that have been proved to be
superiorin several parameters compared to a commercial kit.

Key words: nucleic acids, genetic-molecular analysis, CTAB, DNA purification.

INTRODUCCION

El andlisis de la informacidon genética en indivi-
duos es fundamental para esclarecer la maqui-
naria molecular y bioquimica que controla los
procesos metabdlicos, que a suvez determinan
el estado de salud o enfermedad (Orellana y
Guajardo, 2004) y la respuesta idiosincratica a
los diferentes farmacos (Guzman y Carmona-
Fonseca, 2006; Martinez-Sellés et al., 2005) y
xenobidticos (Maciel et al., 2009). Para acceder
a la informacidn genética, el aislamiento de
ADN gendémico humano (ADN,,) de alta calidad
y cantidad apropiada es un paso fundamental.

Actualmente, disponemos de diversos kits
comerciales para realizar esta primera etapa.
Entre las ventajas que presentan es su simplici-
dad, rapidez, eficiencia, entre otros (Elphins-
tone et al., 2003; Greco et al., 2014; Queipo-
Ortufio et al., 2008). Pero suelen presentar cos-
tos altos y suelen tener problemas para aislar
ADN de diversos tipos de muestras bioldgicas.
Ademads, un reciente estudio revela que la
sensibilidad para amplificar un gen por la PCR
varia significativamente entre las muestras de
ADN gendmico aislado con diferentes kits
comerciales (Carbajal, 2016).

Consecuentemente, se requiere de otros
métodos alternativos, mds caseros, que se
basen en el uso de reactivos que comunmente
se emplean en la mayoria de laboratorios y por
ende de bajo costo (Castro et al., 2012;
Hernandez Betancourt et al., 2009). Por tanto,

el objetivo de esta investigacién fue comparar
dos métodos para aislar ADN,, a partir de discos
de papelfiltroimpregnados con sangre total.

MATERIAL Y METODO
Obtenciéon de las muestras de sangre

Diez individuos mayores de 18 afios fueron
informados del objetivo del estudio y con su
consentimiento se procedié a recolectar las
muestras de sangre capilar de layema del dedo
medio con ayuda de un estilete estéril. La
sangre obtenida fue impregnada (~40 puL) en
discos de papel filtro de 6 mm @ (Whatman™
903). Estas muestras fueron secadas y conser-
vadas en bolsas ziploc 15 x 15 cm a temperatu-
ra ambiente (25 °C) por una semana en las
instalaciones de la Unidad Especializada de
Biotecnologia (UEB), Centro de Investigaciones
de Recursos Naturales de la Amazonia (Cirna),
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana
(UNAP).

Aislamiento del ADN,,

Se aisl6 el ADN,, de las 10 muestras empleando
dos métodos, el primero se realizd siguiendo
las instrucciones del QlAamp DNA mini Kit y el
segundo fue un método casero (método
BHTMA modificado) que emplea el detergente
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (BHTMA)
y solventes organicos (Castro et al., 2012). El
segundo método se detalla a continuacion: el
papel filtro impregnado con sangre (0,25 cm’)
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se puso en un microtubo y afadié 500 pL de
tampodn de extraccion (Tris-HCI 300 mM, EDTA
25mM, NaCl2 M, BHTMA 2%, PVP-403%) y 5 pl
de proteinasa K (10 mg/mL). La muestra se
homogenizé en un vortex (Scientific industries)
y seincubd en bafio Maria (Barnstead/Lab-Line
Thermo scientific) a 70 °C por 30 min, se atem-
perd a 25 °C y agregd 500 plL de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), se homogenizé en el
vortex por 30 s y centrifugd en una microcen-
trifuga (Hettich Mikro 200) a 13 000 x g por 10
min a 4 °C. Se repitid una vez este paso de
extraccidon con los solventes orgdnicos. El
sobrenadante obtenido (~400 pL) se transfirid
a un microtubo, se adicioné 400 pL de 2-
propanol y 50 plL de acetato de sodio 3 M. Los
componentes se homogenizaron por inversion
suave de los microtubos (5 a 8 veces) eincubd a
-20 °C por 20 min. Luego se centrifugd a 13 000
X g por 30 min a 4 °C, se descartd el sobre-
nadante y el precipitado (ADN gendmico) se
lavd con 1 mL de etanol al 70% y centrifugd a 10
000 x g por 10 min a 4 °C, se descartd el
sobrenadante, se hizo evaporar el etanol a 40
°C por 5 min en un bafio seco digital (Scientific
USA). Finalmente, el ADN gendmico fue resus-
pendido con 50 plL de tampdn TE (Tris-HCl 10
mM pH 7,0; EDTA1mM)yse almacenda-20°C.

Analisis de la calidad y cantidad del ADN,,

Se hicieron mediante andlisis espectrofotomé-
trico y electroforético de acuerdo con Sam-
brook et al. (1989). Para el analisis espectrofo-
tométrico se realizaron las lecturas de absor-
bancia de las muestras de ADN,, a 230, 260 y
280 nmy determind ratios de calidad (A,,/A,, Y
A,./A,;,) en un espectrofotometro UV-Vis
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). La
integridad del A ADN,, se verificé de acuerdo
conSambrook et al. (1989), en geles de agarosa
al 1 % en una camara de electroforesis
horizontal con tampdén TBE 0,5x (Tris-HCI 110
mM pH 8,3; acido bérico 90 mM; EDTA 2,5
mM). Las bandas de ADN,, en los geles de aga-

rosa con bromuro de etidio fueron observados
en un transiluminador de luz UV y fotografia-
dos con el sistema BioDocAnalyze (Biometra).

Amplificaciéon por RCP

Se empled el Kit PlatinumTag DNA Polymerase
(Invitrogen). La reaccion de RCP se realizé en un
volumen de 20 puLy la concentracién final de los
componentes fueron: tampdn de RCP 1X;
MgCl, 3,0 Mm; dNTPs 2 mM de cada uno, ceba-
dores (Cyp2D6f 5'-TGAGGAGGATGATCCCAA
CGAG-3'; Cyp2D6r 5'-GGGTATCACCCAGGA
GCCAG-3') 0,5 uM de cada uno, 0,4 U de Plati-
num™ Tag DNA Polymerase, ADN genémico 20
ng y agua c.s.p. 20 pL. Las reacciones se
hicieron en un termociclador Mastercycler® ep
realplex Real-time PCR System bajo las
siguientes condiciones: un ciclo de desnatu-
ralizacién inicial a 94 °C por 5 min, 35 ciclos de
tres etapas (desnaturalizacién a 94 °C por 30 s,
hibridacion a 50 °C por 30 s y extensién a 72 °C
por 1min), un ciclo de extensién final a 72 °C
por 10 min y refrigeracion a4 °C. Los amplico-
nes obtenidos fueron resueltos mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa al
2% vy registrados fotograficamente como se
describid previamente.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron almacenados en
una hoja de calculo de Microsoft® Excel 2016.
El archivo fue guardado con formato CSV
(delimitado por comas) para su posterior pro-
cesamiento estadistico. Los analisis estadis-
ticos (promedios y desviacidon estandar) se
realizaron con el programa R v 3.0.0 (R Core
Team, 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION
Con los dos métodos de extraccion de ADN,, a

partir de discos de papel filtro impregnados
con sangre total se pudo obtener el material
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genético, pero con ligeras diferencias en cuan-
to a la calidad y cantidad obtenida (tabla 1). En
general, se observa que con el método casero
(método BHTMA modificado) se obtuvo
superiores ratios de calidad y mayor cantidad
de ADN,,. Esto nos indica que el ADN,, obtenido
con el método casero estd menos contaminado
con proteinas, compuestos hémicos y otros
contaminantes (Greco et al., 2014; Sambrook
et al., 1989) que comunmente estan presentes
en las muestras de sangre total (Johnsy Paulus-
Thomas, 1989; McNally et al., 1989).

Mediante el andlisis electroforético hemos
podido corroborar que con ambos métodos de

aislamiento se pudo obtener el ADN,, intacto
(figura 1); el cual se evidencia por la presencia
de una sola banda intacta en el gel de agarosa,
sinsefales de degradacion.

Finalmente, por una prueba adicional que
nos ha permitido determinar la pureza
apropiada del ADN,, obtenido con ambos
métodos es que se amplificd exitosamente un
segmento (400 pb) del exén 9 del gen CYP2D6
(figura 2). El estudio de este gen es funda-
mental porque codifica la enzima citocromo
P450, una enzima clave en el metabolismo de
farmacos y otros compuestos xenobidticos a
nivel del higado (Montellano, 2005).

Tabla 1. Ratios de calidad y cantidad de ADN,, obtenidos con los dos métodos a partirde discos
de papel filtro impregnados con sangre total.

Método N Ratios de calidad Cantidad de ADN,,
Aol Ay Aseol Asso (ng/mL sangre)
QlAamp DNA Mini Kit 10 1,5+0,5 1,6+0,2 59+2,1
Método BHTMA modificado 10 1,7+0,3 1,9+0,4 8,1+3,1
QlAamp DNA Método BHTMA
Mini Kit modificado
M 1 2 3 1 2 3
<—ADN,,

Figura 1. Analisis electroforético del ADNg, obtenido con dos métodos a partir de discos de papel filtro
impregnados con sangre total de tres individuos. M: marcador de peso molecular (ADN del fago A/Hind lll).

QlAamp DNA
Mini Kit

Método BHTMA
modificado

1 2 3

Amplicén del
exén 9 delgen —p
CYP2D6 (400 pb)

1 2 3 M

<— 500 pb
<— 400 pb
<— 300 pb

Figura 2. Analisis electroforético de los amplicones del exon 9 del gen CYP2D6 obtenido mediante RCP. M:
marcador de peso molecular de 100 pb (GeneRuler Low Range).
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Es importante conducir estudios del gen
CYP2D6 junto con estudios bioquimicos apro-
piados para estimar con mds exactitud el riesgo
al fracaso del tratamiento farmacoldgico en
pobladores amazdnicos. Dado que ciertas va-
riantes polimérficas del gen CYP2D6 determi-
nan la disminucién de la actividad catalitica y
en menor porcentaje puede presentarse la
duplicacién de genes que determinan el
aumento en la actividad metabdlica. Estos
factores determinan las variaciones de las
concentraciones plasmaticas de los farmacos
en los individuos de las diferentes poblaciones.
Esto permite clasificar a los individuos de una
poblacién con actividad del CYP2D6 lenta o
disminuida, intermedios, rapidos y ultrarrapi-
dos con actividad incrementada (Brockmoller
et al.,, 2002; Marez et al., 1997; Paar et al.,
1997; Sim e Ingelman-Sundberg, 2010).

CONCLUSIONES

Con un método casero basado en el uso del
BHTMA se logro aislar ADN,, de alta calidad y
cantidad apropiada para analisis moleculares
que demostré ser superior en varios para-
metros en comparacion con un kit comercial.
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