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Capitulo 11

En base a la introduccién podremos mencionar que los &cidos nucleicos como el ADN y
ARN reciben su nombre ya que son moléculas con caracteristicas acidicas (como la carga
negativa en soluciones acuosas) y se encuentran localizadas inicialmente en el nucleo
celular y la mitocondria como habiamos visto en temas anteriores su extraccién debe de
llevar un proceso complicado ya que deben aislarse del resto de los componentes
celulares, como lipidos y proteinas, mas abundantes que los acidos nucleicos
basandonos en esto podremos definir las consideraciones necesarias para su extraccion,
las cuales son las siguientes: debido a la estructura del ADN podremos apreciar que
cuando se pipetear, agita o revuelve el ADN se genera un flujo hidrodinAmico que puede
separar las dos cadenas de ADN por esta misma razén cuando se desea obtener
fragmentos de ADN gendmico es facil, pero conforme se requieran tamafios moleculares
elevados la técnica se dificulta. Los fragmentos de ADN generalmente obtenidos por las
técnicas de extraccién de ADN oscilan entre 100 y 150 kb y son adecuados para Southern
blot, reaccion en cadena de la polimerasa es decir la PCR, electroforesis y construccion
de bibliotecas gendmicas.

Eleccion del método de extraccion

Como sabemos es vital este paso para la correcta realizacion de los estudios necesarios y
gracias a la tecnologia y actualizacién en la biologia molecular podremos encontrar un
namero amplio de métodos que podremos elegir, sin embargo existen criterios

importantes para la eleccion del método:

e Tipo de acido nucleico que se va a extraer
e Organismo origen del &cido nucleico
e Fuente del &cido nucleico

e Técnica en que se utilizara el acido nucleico extraido
Fuente del &cido nucleico

Como sabemos existen un sinfin de fuentes de extraccion solamente los eritrocitos no son
considerados una fuente de extraccion debido a que son células anucleadas, en ser

humano tenemos las siguientes fuentes:



e Leucocitos (sangre)

e Suero, plasma

e Biopsia
e Orina
e Heces

e Liquido cefalorraquideo
e Liquido sinovial

e Liquido anmidtico

e Esputo

e Semen

e Raspado bucal

e Foliculo capilar

Sin importar la prueba o el tipo de muestra utilizada para la extraccion veremos que se
enfocan en una técnica minuciosa, que involucra lisis de la célula, separacion,
purificacion, precipitacion, lavado y disolucion, como se habia mencionado anteriormente
todo proceso ya sea extraccion de ADN y ARN siempre debe considerarse el uso de
material nuevo, estéril, libre de ADNsas y ARNsas, y el uso de guantes para impedir la
degradacién de la muestra con nucleasas provenientes del ambiente (pelo, sudor, saliva,
polvo), asi como para impedir cualquier contaminacion con acidos nucleicos exdégenos
ademas de esto siempre se debe de mantener una correcta conservacion de los reactivos
y las muestras a 4°C antes y durante el proceso, conservando la muestra congelada hasta

justo antes de iniciar la extraccion.
Extraccion de ADN

Basicamente como se habia mencionado existe un gran numero de técnicas de

extraccion, las cuales son las siguientes:

e Extraccion de ADN por la técnica fenol-cloroformo: método en el cual se realiza
fundamenta con la lisis total de las células y sus estructuras subcelulares mediante
el empleo de detergentes con la posterior eliminacion de las proteinas mediante su
extraccion y la de componentes lipidicos con solventes organicos lo cual deja al
ADN puro, esta es muy usada debido a la cantidad y calidad del ADN, los pasos

gue se usan son los siguientes:



1. Lisis de las células y liberacion del ADN: esta paso se basa en en la extraccion
es la homogeneizacion del tejido y la lisis con detergentes (Triton o docedil
sulfato sédico, SDS) capaces de romper las membranas celular y nuclear, y
liberar el acido nucleico de las células de donde se extraera el ADN, este
proceso es realmente dificil ya que debe ser lo suficientemente agresivo como
para lograr la fragmentacion del tejido y la rotura de la membrana celular, sin
dafar el acido nucleico, comunmente se utiliza un buffer de lisis para poder
lograr este proceso. Cuando este proceso se enfoca en el ADN, la
homogeneizacion se lleva a cabo con un homogeneizador manual para evitar
la rotura mecanica de la molécula; para el ARN se emplea un homogeneizador
eléctrico que gira a unas 200 a 1000 rpm y para las células con pared celular,
como las células vegetales, se prefi ere el empleo de sonicadores, los cuales,
mediante ondas de sonido, rompen la pared celular y la membrana celular y
nuclear, para liberar el ADN. En el caso de la sangre periférica como sabemos
debe de utilizarse tubos con EDTA.

2. Extraccion de proteinas y lipidos con solventes organicos: paso enfocado en
concluir la lisis celular y la inactivacion de nucleasas, se retiran los restos
celulares, proceso conocido como purificacion, basicamente aqui se combinan
estrategias tan diversas como la extraccion/precipitacion, la cromatografia, la
centrifugacion, la electroforesis y la separacion por afinidad, existen dos
procesos importantes en este paso los cuales son: a) una fase organica
(fendlica) en la parte inferior del tubo de precipitado que contiene lipidos,
proteinas y b) una fase acuosa en la parte superior (menos densa), que
contiene los acidos nucleicos y otras pequefias moléculas hidrosolubles

3. Precipitacibn de ADN: una caracteristica importante es que los acidos
nucleicos son insolubles en soluciones alcohdlicas por esta misma razén el
ADN disuelto en la solucion acuosa se precipita afiadiendo alcohol absoluto
(isopropanol o etilico), un punto a recalcar es que para facilitar la precipitacién
también suelen afiadirse cationes monovalentes (K+, Na+, NH4+) a la solucion
de acidos nucleicos cargados negativamente, con el fi n de generar sales
insolubles en alcohol de facil precipitacion, dentro de los cuidados que deben
realizarse en este paso es que la precipitacion se favorece incubando a bajas
temperaturas (—20°C); una centrifugacion posterior permite la obtencion de una

pastilla o boton del acido nucleico en el fondo del tubo, al decantar el alcohol



4. Lavado del ADN: con el boton ya obtenido por el proceso anterior veremos que
se debe de lava con etanol al 70% por, al menos, dos ocasiones. El contenido
de alcohol de esta solucién (70%) mantiene al ADN precipitado, y el H20
(30%) permite la disolucion de las sales presentes posterior a esto se seca 'y
se evapora el alcohol

5. Disolucién del ADN y adicion de ARNsa: posterior a la evaporacion sabremos
gue el boton de ADN se disuelve en soluciones que aseguren su preservacion,
como agua esteéril y libre de ADNsas, o bien soluciones amortiguadoras, como
el buffer Tris EDTA (TE), especificamente es vital saber que debe de haber
una cantidad exacta para las correctas disoluciones tanto para el ADN asi

como para el ARN
Cuantificacion de los acidos nucleicos
Existen dos métodos vitales y comunes para la cuantificacién, los cuales son:

1. Espectrofotometria: método el cual tiene un fundamento importante: cualquier
solucion que contenga moléculas suspendidas permite el paso de un haz de luz a
través de ella en proporcion inversa a la cantidad de moléculas que contiene,
sabiendo esto veremos que los nucleétidos de ADN y ARN presentan la absorcion
maxima a una longitud de onda de 260 nm (luz ultravioleta, UV); por lo tanto, los
espectrofotometros son los aparatos mas utilizados para determinar la
concentracion de &cidos nucleicos en solucion de igual manera este método
tambien maneja una densidad éptica (OD) la cual es una unidad de absorbancia y
tiene valores particulares para cada molécula especifica en una determinada
longitud de onda por unidad de distancia, para los acidos nucleicos se tiene una
OD de 1 a 260 nm equivale a 50 ug/ml de ADNds, 37 pg/ml de ADNSss, 40 ug/ ml
de ARN o 33 pg/ml de oligonucleétidos.

Valoracién de la pureza del acido nucleico extraido

Realmente los métodos que se realizan son bastante buenos y eficientes aun no se
puede eliminar por completo las proteinas celulares que acompafian al ADN, asi como
solventes u otros componentes organicos empleados en la extraccion por esta misma
razon los mismos se presentan como contaminantes de la solucién de acido nucleico,

lo que puede repercutir en las técnicas en que se pretenda emplear el acido nucleico



2. Fluorometria: método el cual se basa en la unién especifica de colorantes
fluorescentes al acido nucleico, que absorbe luz de una determinada longitud de
onda y emite luz de una longitud de onda superior (de menor energia)
especificamente es mas sensible que la espectrofotométrica, y menos susceptible
a las interferencias por proteinas y contaminantes presentes en la solucién por
esta razdn se tiene requerimientos mas extensos para una correcta concentracion,
los colorantes mas empleados para esta concentracién son el Hoechst 33258, una
bis-benzimida que se intercala en la doble cadena de ADN en regiones ricas en
AT, que se excita en el espectro UV (350 nm) y emite en el visible a 450 nm, los
materiales utilizados son los fluorometros que mandan la sefial electrénica para la
misma concentracion de una sustancia varia de un instrumento a otro, por lo que

mediciones hechas en equipos diferentes no pueden compararse
Preservacion del ADN

Como sabemos es vital la congelacion del acido nucleico para tener una conservacion
correcta. Es importante recordar que a menor temperatura la preservacion se prolonga,
asi como que multiples descongelaciones ocasionan una degradacion progresiva en los

acidos nucleicos, por lo que se recomienda hacer alicuotas
Técnica de isotiocianato de guanidina/fenol-cloroformo para extraccion de ARN total

Los componentes mencionados funcionan como componentes de solucion para la lisis ya
gue el isotiocianato de guanidina es un potente desnaturalizante de proteinas con
capacidad de inhibir ARNsas, por lo que es ampliamente utilizado en la extraccion de
ARN. El fenol y el cloroformo se utilizan en la extraccion del ARN con los mismos fines
que en la extraccion del ADN (formar las fases organica y acuosa, desnaturalizar
proteinas e inactivar nucleasas). Teniendo esto en cuenta es importante mencionar que
solucion fendlica empleada en la extraccion del ARN es acida (pH 5 a 6), para favorecer la
extraccion del ARN sobre la del ADN, ya que a pH acido, el ADN es retenido en la fase
organica y en la interfase, dejando el ARN en la fase acuosa, posteriormente el ARN se
purifica mediante precipitacion a baja temperatura con isopropanol y con ayuda de una

centrifugacion de manera similar a como se hace con ADN

Otros métodos de extraccion



Realmente existen muchos métodos de extraccidon con diferentes fundamentos, como por

ejemplo los siguientes:

e Gradiente con cloruro de cesio: se trata de un método utilizado para la elaboracion
de genotecas de ADNCc, en las que se requiere ARN alta pureza e integridad o
para aislar ARN de tejidos con altos niveles de ARNsa enddgena, como el
pancreas

e Cromatografia por exclusion de tamafo: método con el fundamento de la
purificacion en gel de agarosa de un acido nucleico de determinado tamafio, usado
sobre todo en la clonacion de vectores, especificamente es una técnica rapida y
reproducible.

e Cromatografia de intercambio ionico: técnica utilizada separar proteinas, se ha
convertido en un método alternativo que permite la concentracion y la purificacion
de ADN de calidad, de manera rapida y con la misma eficacia que la extraccion
por gradientes de CsCI.

e Cromatografia de absorcion: técnica en donde los acidos nucleicos en solucién se
fijan de forma selectiva en silice o vidrio, en presencia de sales caotrdpicas,
mientras que proteinas, metabolitos y otros contaminantes se eliminan mediante

lavados
Preguntas

1. Calcular la concentracion de ARN en ug/ul obtenida de una muestra diluida 1:25
gue arrojé una absorbancia de 0.185 leida a 260 nm

Se corresponde con una concentraciéon de 50 ng/uL

2. Valorar la pureza de la preparacion de acidos nucleicos obtenida de una muestra
cuya absorbancia a 260 nm fue de 0.57; mientras que a 280 nm fue de 0.31.
Segun el indice 260+280, ¢ qué pureza tiene la muestra? Explique la interpretacion

del resultado

Puedo mencionar que hubo un cambio en la pureza de cada muestra debido a que existe
la diferencia de sensibilidad debido a la presencia de contaminantes en la muestra puede

ser disolventes y reactivos residuales



3. Calcule la cantidad de ADN por gramo de tejido si la concentracion de ADN fue de
350 ng/pl, partiendo de 100 mg de muestra.

4. Dibuje el espectro de luz infrarrojo, visible y ultravioleta e indique en su esquema
en qué longitud absorben los acidos nucleicos y las proteinas; ademas, explique

por qué estas moléculas, a esos nanémetros, presentan un maximo de absorcion

400 nm 700 nm

T, - Los &cidos nucleicos tienen un

1071 10772 1078 E jﬁ_

maximo de absorcion debido a

Rayos gama Rayos X ultravioleta infrarrojo microondas

gue absorben la luz con mas
intensidad especificamente a 260 nm y las proteinas tienen una maxima de absorcion
debido a que tienen una longitud de onda de 280 nm

5. ¢Qué funcion tiene el detergente SDS frente a las membranas y las proteinas de

la célula en la técnica de extraccion de acidos nucleicos?

R: basicamente se debe a que este detergente rompe los conglomerados

de proteinas para promover la actividad enzimatica

6. Investigue y expliqgue cuales propiedades tiene el fenol que favorecen que los

acidos nucleicos se queden en la fase acuosa y no en la fendlica

Basicamente veremos que se debe a que el fenol favorece la separacion de los acidos

nucleicos que se mantienen en la fase acuosa



