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RESUMEN

Los métodos usados para el genotipeo de los animales de la-
boratorio incluye el aislamiento del acido Dexosirribonucleico
(ADN) de biopsias de tejido, seguidas de la amplificacién me-
diante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RCP). Es importante para el desarrollo de esta técnica, poder
contar con un molde de ADN de éptima calidad. La bibliografia
reporta distintos métodos de extraccion de diferentes tipos de
tejidos, algunos basados en la hidrélisis con proteinasas, otros
en exposiciéon a ultrasonidos y otros usando detergentes o al-
calis. Los métodos que utilizan la hidrélisis con proteinasas tie-
nen como principio basico el uso de la proteinasa K, la cual di-
giere proteinas y remueve contaminantes a partir de las prepa-
raciones de acidos nucleicos. En este trabajo se propone la
sustitucion de la proteinasa K por la enzima Bromelina, la cual
es una enzima digestiva proteolitica que contiene azufre y que
es extraida del tallo y fruta de la pifia (Ananas comosus (L)
Merr. Bromeliaceas). El ensayo realizado permiti6 obtener un
ADN de alta calidad, con una relacién de absorbancia de
1,6-1,9, tanto para el ADN extraido de tejido de piel de oreja
de ratobn como de rata, encontrandose bandas en las pruebas
de electroforesis de aproximadamente 23 Kb., bien definidas.
El ADN extraido del tejido de oreja, tanto de ratbn como de
rata, fue probado para amplificar microsatélites mediante la
técnica de la RCP. Los resultados obtenidos permiten propo-
ner el uso de esta enzima como alternativa en la purificacién
de ADN, abaratando el proceso.

Palabras clave: Extraccion de ADN, animales de laboratorio,
RCP.
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ABSTRACT

Methods for gene typing of laboratory animals involve the iso-
lation of Deoxyribonucleic acid (DNA) from tissue biopsies fol-
lowed by the amplification of microsatellite using Polymerase
Chain Reaction (PCR). Is very important for the development
of this technology to count with a mold of DNA of ideal quality.
The bibliography brings different methods of extraction of dif-
ferent types of tissue, some based on the hidrolysis with prote-
inasas, others with ultrasonic and other using detergents or al-
kalis. The methods that use the hidrolysis with proteinasas
take the use of the proteinasa K as a basic element, which di-
gests proteins and removes pollutants from the preparations of
acids nucleicos. In the present paper is reported the use of the
enzyme Bromelline as a substitute of the proteinase K in the
extraction of DNA. Bromelline is a proteolitic enzyme which
contains sulphur, it is obtained from the both stem and the fruit
of the pineapple plant (Ananas comosus, of the Bromeliaceae
family). With the use of Bromelline a high quality DNA was ob-
tained to the ear’s skin of either mouse or rat with relation of
absorbance of 1.6-1.9. Electroforetically DNA threads with mo-
lecular weight about of 23Kb definite well. The DNA extracted
from ear tissue, both of mouse and of rat, was used to ampli-
fied microsattelites by means of the PCR technique. The ob-
tained results allow to propose the use of this enzyme as alter-
native in the purification of DNA, cheapening the process.

Key words: DNA extraction, laboratory animals, PCR.

INTRODUCCION

Los métodos usados para el genotipeo incluyen el aisla-
miento de acido Dexosirribonucleico (ADN), seguido de la am-
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plificacién mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RCP) y el analisis de microsatélites [10,12]. Diferentes tejidos
(sangre completa, piel, pelo, entre otros), se utilizan para la ex-
traccion del ADN genomico, usando distintos protocolos [6, 8,
11]; por ejemplo, utilizando kits comerciales segun las instruc-
ciones del fabricante. Sin embargo, cuando se evalua en los
bioterios, la condicidn genética de colonias de produccién de
animales de laboratorio, el elevado nimero de animales nece-
sarios para corroborar la condicion genética de éstos, los kits
comerciales resultan costosos, por lo que se hace necesario
contar con otros métodos de extraccion que sean factibles
para las condiciones de los bioterios en el pais.

De Jesus y col. [1] presentaron la estandarizacién de
una técnica de extraccion de ADN de tejido de oreja de ratdn
(Mus musculus) teniendo como fundamento la técnica plantea-
da por Truett y col. [15], denominada en el inglés como
HotSHOT (en espafiol: Disparo Caliente); la técnica estandari-
zada que permitié6 obtener ADN, tal como lo revel6 el analisis
en geles de agarosa al 0,9% y mediante espectrofotometria
(Jenway Modelo 6305 UV/Vis — Reino Unido), con una con-
centracion alta y una relacion Agso/Agso de 1,2; ademas que la
amplificacion de secuencias con este ADN como sustrato fue
satisfactoria. A pesar de los hallazgos se contindo ensayando
en el bioterio de la Universidad de Los Andes en Mérida-Vene-
zuela, diferentes métodos que permitieran la extraccion del
ADN, sin utilizar solventes organicos, ni kits comerciales, con
los cuales se logren obtener muestras de ADN de tejido con
parametros de calidad aceptables para realizar diferentes
pruebas moleculares, y que a la vez fuesen lo suficientemente
economicos y rapidos, para la evaluaciéon de la condicién ge-
nética de grandes cantidades de animales de laboratorio, ya
que no siempre, los métodos son reproducibles entre diferen-
tes grupos y ademas proporcionan ADN en cantidad y calidad
realmente variable [7].

Entre los métodos para realizar la extraccion del ADN de
tejido, se encuentran aquellos que se fundamentan en la hidré-
lisis con proteinasa K [2, 4], la cual digiere proteinas y remue-
ve contaminaciones proteicas de las preparaciones de acidos
nucleicos [5]. La adicién de proteinasa K inactiva rapidamente
nucleasas que degradan el ADN o el acido ribonucleico (ARN)
durante la extraccion. En este trabajo se plantea la sustituciéon
de la proteinasa K por la enzima bromelina (EC 3.4.22.32), la
cual es una cisteina proteasa extraida del tallo y fruta de la
planta de la pifia (Ananas comosus (L) Merr. Bromeliaceas).

El objetivo del presente trabajo fue el desarrollo de un
método sencillo para extraer ADN de tejido, con un maximo
grado de pureza, basado en la aplicacién de un método enzi-
matico, pero utilizando una enzima comercializada a nivel far-
macéutico como Ananase, con Bromelina como principio acti-
vo. La calidad del ADN obtenido se evalué mediante espectro-
fotometria y electroforesis (BIO-RAD wide mini-subcell GT
—ltalia), ademas de utilizarlo en la amplificacién de microsatéli-
tes mediante la técnica de la PCR (termociclador BIO-RAD
Gene Cycle™-Japan); las pruebas realizadas conducen a pre-
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sentar un método de extraccion de ADN con un alto grado de
pureza, de facil aplicacion.

MATERIALES Y METODOS

Para la obtencién del tejido de oreja de los ratones y ra-
tas (Rattus norvergicus), se realizo la limpieza y esterilizacion
del material de trabajo, se limpié cada oreja de los ratones y
ratas a usar, con alcohol al 70% para desinfectar y evitar con-
taminaciones futuras. Se tomaron fragmentos de la oreja, de
~2x2 mm?, de 10 ratones del nucleo de fundacién de la cepa
consanguinea C57BL/6 y de 80 ratas (40 machos y 40 hem-
bras) pertenecientes al nucleo de fundacién de la linea Spra-
gue Dawley, en tubos eppendorf estériles con 500 pL de la so-
lucion 1 (Buffer TE; NaCl (Riedel-Haén) 0,4 M) pH 8,2. La so-
lucion de lavado fue descartada, adicionando posteriormente
400 pL de soluciéon 1, mas 40 pL de SDS (Sigma) al 10% y 8
pL de Bromelina 20 mg/mL) [13]. Las muestras fueron incuba-
das en estufa (Fabricante: Memmert (Alemania). Modelo
255111) a 37°C durante 2 horas, transcurrido este periodo de
tiempo la temperatura de la estufa fue aumentada, a 65°C por
15 minutos mas, con la finalidad de inactivar la enzima. Luego
se agregaron 300 pL de NaCl (Riedel-Haén) 6M, agitando se-
guidamente por inversién hasta observar la homogenizaciéon
de la solucion. Las muestras fueron centrifugadas en frio du-
rante 30 minutos a 12.000g en centrifuga Marca KHT Modelo
420B-Taiwan. El sobrenadante se transfirié6 a tubos nuevos y
estériles adicionando 1 volumen de isopropanol (Merck), mez-
clando por inversion. Las muestras se dejaron durante 12-18
horas a 4°C en una nevera convencional de 287 L. Marca: ma-
be-Colombia. Transcurrido este tiempo, las muestras se centri-
fugaron a 12.000g en frio por 30 minutos. Finalmente, el preci-
pitado fue recuperado y resuspendido en 100 pL de agua ultra-
pura.

Las muestras de ADN se reprecipitaron, adicionandole
50 pL de NaCl (Riedel-Haén) 0,3M y 2,5 volumenes de etanol
absoluto (Merck), se dejaron a —20°C (congelador vertical
FE22 (-17°C) Marca Electrolux — Venezuela), durante 12 ho-
ras; seguidamente se centrifugdé por 10 minutos a 12.000g, y
se lavo el precipitado con 1 mL de etanol 70% frio, secado en
estufa (Fabricante: Memmert (Alemania). Modelo 255111; con
rangos de temperatura de 0 —200°C-capacidad 53 Lts) a 37°C
[11], resuspendido y almacenado en 100 uL de agua ultrapura.

Para la estimacion de la concentracion del ADN genomi-
co obtenido se realizé una dilucion del ADN en agua, para
posteriormente realizar las medidas de absorbancia a 260 y
280 nm, en un espectrofotometro (Jenway Modelo 6305
UV/Vis — Reino Unido).

La integridad del ADN se evalué mediante electroforesis
(BIO-RAD wide mini-subcell GT — lItalia) en geles de agarosa
(Agarose D-1 LE CQT x 100g — Scientific Trade Corp Miami-
EUA); para ello se prepararon geles de agarosa al 0,9% en
buffer TBE 0,5X, pH 8,2 empleandose como marcador de peso
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molecular 4 Hind Ill (Invitrogen) y revelado con bromuro de eti-
dio (PROMEGA). La electroforesis en agarosa fue realizada a
90 Voltios (fuente de poder: BIO-RAD powerPac Basic™ —
EUA) durante 60 minutos y las bandas fueron visualizadas en
un transiluminador UV de 254 nm (BIO-RAD transilluminator
UV 2000 — EUA). El registro fotografico se efectud con una ca-
mara digital SONYCyber-shot modelo DSC-W100, 8.1 megapi-
xels (Brasil), dotado de un filtro (#15 orange 40,5 mm-EUA).

Para evaluar la calidad de las muestras de ADN obteni-
das para ser amplificadas mediante RCP, se realizé la siguien-
te mezcla de reaccion: Buffer RCP (Tris-HCI 20 mM pH 8,3,
KCI 50 mM) 5X; dNTP’s (Invitrogen) 200 pM; oligonucledétidos
iniciadores (para el locus D13Mit99 para raton y R-119 para
rata) 0,3 pM; MgCl 3 mM; y 1,5 unidades de Taq polimerasa
(GoTaqg Flexi DNA Polymerase — PROMEGA); ADN 20 ng;
agua nanopure (18 MQ) estéril, en un volumen final de 50 L.
Los oligonucledtidos iniciadores utilizados en el ensayo fueron
adquiridos a través de Eurofins MGW Operon [3].

La seleccion de la secuencia de los oligonucleétidos ini-
ciadores (TABLA 1) para el andlisis del microsatélite R-119
para la rata y para el analisis del D13Mit99 de raton, se realizd
usando la informacién aportada en bases de datos internacio-
nales [9, 14], respectivamente.

La amplificacién de cada uno de los /oci se realiz6 con
un equipo termociclador BIO-RAD Gene Cycle™ (Japan).

Se efectud una etapa inicial de 1 paso de 4 minutos a
95°C, seguidos de 35 ciclos de amplificacion realizados de la
siguiente manera: desnaturalizacion 45 segundos a 95°C, hi-
bridacion 45 segundos entre 51-55°C, dependiendo del oligo-
nucléotido iniciador usado; y extensién 30 segundos a 72°C,
posteriormente se realizé un ultimo paso de 4 minutos a 72°C.
Las muestras, posteriormente se guardaron en una nevera
convencional Marca: Mabe-Colombia de 287 L, a temperatura
de 4°C. Luego de un afio, las muestras han mantenido su cali-
dad (resultados no presentados).

El tamario de los fragmentos obtenidos por PCR fueron
evaluados por electroforesis en geles de agarosa al 2,5% en
buffer TBE 1X pH 8,2 y revelados con bromuro de etidio (PRO-
MEGA). La escalera de peso molecular utlizada fue
OX174RF/Hae lll (Life Technologies). Las muestras fueron co-
rridas a 110 V (fuente de poder: BIO-RAD powerPac Basic™ —
EUA) durante 70 minutos y las bandas fueron visualizadas en
un transiluminador UV de 254 nm (BIO-RAD transilluminator
2000 — EUA). El registro fotografico se efectu6é con una cama-
ra digital SONYCyber-shot modelo DSC-W100, 8.1 megapixels
(Brasil), dotado de un filtro (#15 orange 40,5 mm — EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores encontrados con respecto a la calidad del
ADN obtenido, medidos mediante espectrofotometria son pre-
sentados en la TABLA Il, donde se presentan valores prome-

TABLA |
SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES
UTILIZADOS PARA EL ANALISIS
DE LOS MICROSATELITES D13Mit99 DE RATON
Y R-119 DE RATA

Microsatélites Oligonucleétidos iniciadores
5-GGGATGACGTTTGAGGTTG-3’
5-CTGCTTGGGATGTGGGTC-3

(1) 5-CAACAGGCAGATTTGGTGG -3’

(2) 5-TATAGTGGCAACTTTCAGATGGA-3

D13Mit99

R-119

TABLA Il
RELACION Agso/ Azs0 Y CONCENTRACION DE ADN
OBTENIDA EN LA EXTRACCION MEDIANTE EL METODO
EVALUADO DE TEJIDO DE OREJA

Azeo ! Azgo pg/mL
C57BL/6//Aly//BIO 1,6-1,9 468,3
Sprague Dawley:BIOULA 1,8-1,9 567,1

El célculo de la concentracion de ADN (ug/mL), se realizd mediante la
formula Agsp x 50 x dilucion de la muestra (el numero 50 representa
una constante relacionada con una solucion de ADN doble hélice,
cuya concentracion es de 50 pg/mL con Agzep = 1).

dios para la relacion de los valores de absorbancia (Azso/ Azso)
y concentracién en pg/uL, con una cantidad total promedio de
60,15 pg para ratones y de 47,50 ug para ratas. Los valores de
la relacion oscilan entre 1,6 y 1,9 indicando una buena despro-
teinizacion de las muestras de ADN [11]. En relacién a la con-
centracion de ADN expresada en pg/mL se observé que se ob-
tuvieron cantidades altas de ADN por el método desarrollado.

La integridad obtenida del ADN de raton se muestra en
la FIG. 1, y la de la rata en la FIG. 2, en ambas se pueden ob-
servar bandas bien definidas y sin degradacién. En las FIGS. 3
y 4 se presentan los productos de amplificacion logrados para
los loci D13Mit99 de ratén y el microsatélite R-199 para rata,
respectivamente. El analisis de la condicion genética (determi-
nacion de la condicion consanguinidad) de los animales que
se producen en el bioterio de produccion de la Universidad de
Los Andes se lleva a cabo mediante: registros y analisis de mi-
crosatélites. Este ultimo requiere un ADN molde de calidad
con el fin de que los productos de amplificacion que se obten-
gan a partir de éste, sean un producto que verifique la condi-
cién genética de los animales. Diferentes métodos de extrac-
cion se han descrito, sin embargo, la mayoria son costosos y
laboriosos. En la busqueda de un método que permitiera ex-
traer el ADN de una manera rapida y econémica de un nimero
grande de animales bajo directrices éticas que no perjudiquen
al animal en el afio 2005 se estandariz6 en el laboratorio el
método propuesto por Truett y col. [15], quienes presentaron
una alternativa simple lisando el tejido en un medio alcalino y
neutralizando posteriormente con un buffer adecuado. Sin em-
bargo, aplicando este método (HotSHOT), los resultados fue-
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FIGURA 1. ADN EXTRAIDO DE TEJIDO DE OREJA DE RATON. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 0,9%
DONDE SE OBSERVAN LAS MUESTRAS DE ADN DE TEJIDO DE OREJA DE RATON EXTRAIDAS MEDIANTE BROMELINA.
CARRIL 6: MARCADOR Hind lll. CARRILES 1-5Y 7-11 MUESTRAS DE ADN.
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FIGURA 2. ADN EXTRAIDO DE TEJIDO DE OREJA DE RATA. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 0,9%
DONDE SE OBSERVAN LAS MUESTRAS DE ADN DE TEJIDO DE OREJA DE RATON EXTRAIDAS MEDIANTE BROMELINA.
CARRIL 8: MARCADOR Hind lll. CARRILES 1-7 Y 9-15 MUESTRAS DE ADN.
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FIGURA 3. PRODUCTOS DE AMPLIFICACION USANDO ADN DE RATON (C57BL/6//Aly//BIOULA) EXTRAIDO
MEDIANTE EL METODO EN PRUEBA, CON OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES D13MIT99.
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 2,5%: CARRIL 1: MARCADOR ¢ X174 Hae lll. CARRIL 2: CONTROL NEGATIVO.
CARRIL 3: CONTROL POSITIVO. CARRILES 3-13 PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DE APROXIMADAMENTE 203 pb.
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FIGURA 4. PRODUCTOS DE AMPLIFICACION USANDO ADN DE RATA (Sprague Dawley:BIOULA) EXTRAIDO
MEDIANTE EL METODO EN PRUEBA, CON EL PAR DE OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES R-119.
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 2,5%: CARRIL 1: MARCADOR ¢ X174 Hae lll. CARRIL 2: CONTROL NEGATIVO.
CARRIL 3-13: PRODUCTOS DE AMPLIFICACION.

ron variables. En esta oportunidad, al ensayar la extraccién del
ADN de tejido de oreja de ratén y rata utilizando la BROMELI-
NA, no fue necesario un procesamiento posterior del mismo y
los ADN aislados mantuvieron su integridad al menos por un
afo (datos no mostrados). El empleo del ADN extraido me-
diante esta metodologia para la amplificacion de los microsaté-
lites descritos, mostraron productos consistentes y nitidos
acordes con la calidad del ADN extraido.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas per-
miten proponer el uso de la enzima Bromelina como un exce-
lente sustituto de la proteinasa K, en la extraccion de ADN de
tejido de ratones y ratas.

Esta proteina, la cual es el Unico principio activo de algu-
nos antiinflamatorios es facil de encontrar en las redes de far-
macias de cualquier pais, que ademas de ser econémico lo
hace accesible para cualquier laboratorio de investigacion.
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