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RIS TEeRIA DE LOS ACLDBS MELLEILTELDS .-
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Biologistas por muchcs afios e han intercsado en el campo de sustan
cias quimicas gomo dcides nuclinicns, las cuales junto con las protei--
nos, camponen la principal macromolesculas constituyentes de las cdlu--

las, La historie de los dcidos nucleices en el afio 1869 Zonde
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Friedrich fiescher {(14) un bioguimico suizo, trobajd en Tubigen, Alema
nia, separandc sustancias quinicas de la célules, una de las cuales =
las 1lamé "WUCLEIRY, del ndclec de las delul:zes de pus,. fiescher mas -=
tardc retornd a Basle y continud ou trabajc sobre el "NUCLEIN" extra--

véndolao del =sgerma del salmdn, lizo tards decscubrieron nue sl "MUCLELN®

5

tenia propiesidades de Zcido y asi convind en llamoarlce como deido "NU-
CLEICO".-

Existen des tisos de dcidos nurlcicos: deide desoxirribonucleico -
(ONA) v dcido ribonuclsico (RMNA), cuya quimica nosotras dizcutiremos
cortamente,-

Aindlisis quimicos y desarrcllc de colorantes histogquimicas, revela--

ron téenicas de gue el ONA de las células, estd restringide al ndcleo -

y aparece localizada en loz cromeosamas mientras gqua el RNA estd sobre -

otra parte del ndclec como bien el citoplasma, fuchas evidencias indi-
rectas eventualizaron a une Intims y universal asociacidn de DNA con cl

material genético, por ejemnplas



1) E1 DNA estd presente en todas las células, como animales, -
plantas o bactcrias: en ellas estd virtualmente restringida al nidcleo.-

2) Todas las células somdticas de cualquier especie contienen
una cantidad constante de DNA presindiende de la funcidn diferencial
de RNA, sobre lo contrario, varia marcadamente con el mecanismo de ace-
tividad .-

3) La accidn de la mutacidn gendética de la luz U.V, tiene su =
culminacidn que parte del espectro (253,7 A2) los cuales estdn cspeci=-
ficamente absorvidos por los dcidos nucleicos,-

4) La adicidn de dcidos nucleicos de la2 misma especie pero con
un genotipo diferente, cambia el fenotipo de la célula,-

Para decirle en pocas palabras, la actual hipotésis de trabe jo
sienta el principio de gue los gencs, situados en el cromaosoma , ecstdn
campucstos de DNA (dcido desoxirribonucleico), Cada gene contiene in--
formacidén codificada en ferma de una serie cspecf{fica de nucledtidos -
deplrina y pirimidina adjuntos a la molécula de DNA, Cada genc tiene
una serie diferente., Esta informacidn pasa del DNA de un gene a una =
clase especial de RNA (dcido ribonucleico), llamada mensa jero RNA. Es=
te elemento que sintetiza el nlclea, pasa a los ribaosomas del reticulo
endoplasmdtico, donde se combina con el RNA, prescnte, y dd un madelo
para la sintesis de una enzima o cualquier otra proteina, espccifica,
La informacidn primerc codificada como una serie espeoccifica de nucled-

tidos en el mensajero RWA y por Ultimo es llevada en el misme orden =-



especifico de aminodcidos a la moléculz de protefna, A continuacidn po
demos estudiar algunas prusbas y aspectos sobre los gque se funda la hi

pdteosis,

IMPORTANCIA DEL DNA EN LOS CROMOSOMAS ¢ =

Se ha demostrado gue los cramosomas contiencn DNA, RNA y bas
tantes variedades de proteinas: Cientifices han procedido a andlisis =
quimicos directos do los cromosomas aislados. Mediante la homogeniza--
cidén de células y scparacidn de sus ndcleos por centrifugacidn, con =
nueva homcgenizacidn de los mismos, dichos cientificos han logradg - -
muestras de cromoscmas puras con ultracentrifugacidn. Con el previo re
cuento celular y luego el andlisis quimico, Mirsky (15), del instituto

. . -9 .
Rockefeller, demostro que hay alrecdedor de 6 x 10 miligramos de DNA

- z ,, - 9 - . r
por nicleo de las células somdticas y 3 x 10 miligramos en 1las nl==-
cleos de dvulos o de los espermatozcos, En los tejidos de reconocido -
cardcter poliploide (con mas de dos pares de cromasomas por ndcleo), La
cantidad de DNA en gl nidcleo corresponde al mdltiplo de cromosomas de
los que se sabe su presencia, Las células con cuatro pares de cromoso-
. . . -9
mas (tetraploides) sz han visto con un contenido nuclear de 12 x 10
de DNA, En otros andlisis sc ha demostrado que dicha cantidad es esen-
cialmente la misma en todas las células de un arganismo determinado, -
La cantidad de variedad de prcocteina (la histona), también es constante

en las diferentes células. Por contrastc, la cantidad de RNA ss bastan



tc variable en las células: de este hecho se deduce gue, por la cans-

tancia dc DNA comno de gencs en todas las células, y por ser de la mi-
tad do las germinmales, el DMA es parte asencial de la rmateria gendti--
Clam

5i los cromosomas se krataran con desoxirribanucleasa, enzima
que especificamente hidroliza el DNA, dste se elimina de cromosomas, =
pero gueda lo que podriamos llamar la “sambra" del miemo. Por el con--
trario, un cromgsoma tratado con enzimas proteoliticas sc fragmenta lo
que sugiere su estructura a base de un nlcleo continug de prateinas a
lo largo de la cual hay concentraciones de DNA, Oanicl Mazia (15), do
la Universidad de California, ha dumostrado que los cromosomas pueden
hacerse sclubles mediante agentes como el Vernese, el cual solo debe--
ria desintegrar los lazas salines, E1 tratamiento con dicho agente de
particulas dcl tamafio de una banda de cromaosomas, flazia interpretd as-
ta observacidn en 21 sentido de que vl ONA y las proteinas de los cro-
mosonas estdn reunidos npormolmente por cationes bivalentcs como los --
calcio y magnesio, de manera que 2l scr eliminados por la accidn del -
Vornese, so  desintegra el dcido nucleico vy las proteinas, Si se sacan
conclusiones de este conjuntc de hechos se llega al concepto de que el
cromasoma , estd formado por una protefna fundamental, a lo largo de -
la cual estdn implantados moléculas de protefinas las que caonservan su

posicidn por cslabones de sales cdlcica y magnésicas,



COMPOSICION QUIMICA ¥ ESTRUCTURA _DEL  DNA  SEGUN

WATSON Y CRICK,

COMPOSICION QUIMICA: Del gram nimero de vcgetales, animzles y

agentes bhacteriancs se ha laogrado extraer DNA en alto grado de pureza,
Con el andlisis sc ha puesto de relieve que consta de un azdcar, la dg
soxirribosa, 4dcido fosfdrico y hases nitrogenadazsg de éstas (ltimas se
han encontrado cuctro clasesy dos purinas (edenina y guanina) y dos pi
rimidinas (citosina y timina)}. Al poderse aislar, purificar y analizar,
mas mucstras de DNA, han descubierto gue las proporcioncs de gstas cla
ses purinica y pirimidice eran distintas, aunguc segdn un tipo comdn,
En todcs las muestras, la contidad total de purinas cra igual a la de
pirimidina, la de adenina igual & la timinma, y la d¢ guanina igual a -
la citosina.- E1 DNA aislado de los tejidos de los mamiferas es en -
gencral mds abundante cn guanina y citosina, y relativamente mas esca-
sa en adenina y timina.-

ESTRUCTURA DEL DNA: La regularidad de las estructuras repeti--

das constituia upa paradoja, porque los andlisis quimicos indicaban -
que las bzses purina y pirimidine presentaban unc sucesidn al azar, y

a pesar de esta distribucidn casual, las imdgenes obtenidas can los -
rayos X mostraban una reqularidad repetitiva., Wilkins puso estos caono-
cimientos a disposicidn de sus cclegas de Cambridge. Watson y Crick co
nocian los resultados analiticos da Chargaff, que indicahan la equiva-

lencia cuantitativa de la guanipz y la citosinma con lz adenina y la ti



mina, Por Ultime, Gulland hebia insistido en le existencia de numerg--
sos enlaces dc hidrdgenao, e incluso habic sugerido gue las cadenas de
DNA podian reunirsc por enlaccs de hidrdgeno para former complejos de

muchas cadenas,-

Watson y Crick aportaron nueva hcrramicnta a la tareaj el an

&N

lisis conformccional, Este pasatiempo intelectual constituye un apéndi
cc de los conocimicntos sobre la estructura de los dtomos y molécules
reunidos por los cristaldgrafos de rayos X. Se conoce con mucha presi-
cidn el tamafo rcal de los diversos &tomos, represcntdndolos con esfew-
ras unidas por pequcfice varitas que reproducen la distanmcia de los en-
laces, La investigacidn cientifica sc ha tituladc jocosemente juego -
organizado para adultos; nuestrcs juegos para armar son los mocdelos mg
leculeres, por medio de los cuales pueden explorarse la plausibilidad .
de varias cstructuras melccularcs ., Paorgue si un dtomo no puede alcan-
zar a otro, o es demasiado vcluminoso para ocupar determinado sitio en
gl modelo a escala, su existencia en una molécula estable resulta muy
improbable,

Watson y Crick hicieron modelos a escala de las cuatro bases
del DNA, y encontramos gque si se colocan juntas (como si se uniera por
un enlace de hidrdgeno) adenina con timina y guanina con citosina, las
dimensiones totales de esas dos parejos son idénticas, Estc fué motivo

dc regocijo, porgue de acuerdo con los datos de Chargaff, en cada uno



dc estos pares, las unidades sc encuentran en cantidades equivalentes
y 51 formaban tales parejas en el DNA, cste cquivalencia andlitica era
obligatoria,-

La formacidn dec ustos parces unidos por cnlaces de hidrdgeno,

con dimensiones idénticas, podia resolver la paradoja que constituifan
los datos de los rayos X, l2 aparicidn de ostructuras ropetitivas ca-
si idénticas o pesar del desorden de la sucesidn al zzar de las bascs,
Las unidades quc se rcpiten, no son bascs aisladas do diferentes tama-
fos, sino pares dec bases de dimensiones igualeos, lLas cstructuras uni--

dad por enlaces de hidrdgeno de doe pares de bases complementarias, -

son las que se mucstran enseguidas




Sucesidn comyls

Arquitectura de los Acidos Nucleicos
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Fig. 7.2,
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Fl1 modelo de Watson y Crick (6) del DNA, como se le llama, =
consiste pues en una doble hélice, con una cadena girando alrededor -
de la otra, La sucesidn de bases cn cada codens complementa la de la
otra, Ensecquida sc asienta una represcntacidn bidimensional de un seg
mento de ONA,  En 10 ofios el modelo DNA ha s2lida de la torre de mar--
fil de los laboratorios, 2 la exhibicidn plblica, Esta brillante hipé
tesis es compatible con todos les co.ractercs fisicos conocidas del -
DNA, y ademds predice una n sus impeortantes funcinones bioldgicas, su
modo de duplicocidn,  Por su trbajo y brillante explicacidn do 1a es<
tructura del DNA, uWatson y Crick ganaran en 1951, ol prcmio Nobel e~

Antes de dividirse la célula, su contenido de DNA, debe dupli-
carsoc, para gue cada célula hija guede dotada con repreoducciones impe-
cables del meterial gendtice total, Una cstructura de ONA can dos hé-
lices idénticas unidas por enlaces de hidrdgeno praopercion2 el modela
idecal para ésta duplicacidn,. 5i los dos hilaos so scparan cemo las dos
mitades de un cierre automdtico, y cada medis resorte sirve de modelo
sobre el cual puede reproducirse lao otra mitad, por ejemple una timina
frcnte 2 una adenina, y una guanina frente a una citosina, csto garan-
tiza 12 duplicacidr exaecta del DNA, y en consecuencia, del gene,

Estc método de duplicacidn del DNA estd representado esquiemd
ticamente a continuacidn, donde la letras mayldsculas representan las -

bases ( T en lugar de timima, A de -denina, C dc citosina, y G, de gua
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nina; P represunta ¢l enlacce do fosfato, y los pentdgonos, la dosoxi-

rribosa):
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Fsquema de la duplicacidn de un modelo de Watson y Crick del =

DNA, Las cadenas de polinucledsidos en linca gruesa de las dos molécu-

las hijas, represcntan las filamentos recién sintetizados.-



HISTORIA DE LA INVESTIGACIUN DE LA EXTRACCION DE

LOS ACIDOS NUCLEILCNOS,

En vista del rdpido desarrollo en los téonicas para el fraccio
namiento de dcidos nucleicos, hay un intcrds considerabls en lo medi--
cidn de la cantidad total de dcidos nucleicos cn tejidos de planta, a-
nimal y bacterics., En 1961 Hutchisem y Munra (8), hzcen un detallade -
estudio de toda la litecrature sobrec dcidos nucleicos publicendo datos
y concluyendo que no son infalible lus proceses hasta ahora idoodos.-

Dosde 1961 no nhan sido introducidos principios importantes lo
cual hece patente el valor como métodos de estimacidn de dcidos nuclei
cos, Sin embargo algunos dc los problemas asociados con varios métoe-
dos han sido =shora rcsuelteos y esto cs consccucntemente apropiado a hg
cer patente la reaparicidn de valiosos procescs para la ecstimacidn de
dcidos nucleicos,-

Los métedos revisades aqui, horan reecstrictas una aplicacidn
de determinacidn cuctitativec de écidos nucleicos cen material bicldgi--
COae

Mes odelante, métodos especificos para la estimacidn de dci--
dos nucleiceos pucden scr aplicados a un tejido, esto es generalmente
necesario sujectar el tecjido a cicrtos procesos preliminares para la rg
mocidn dec componentes que pucden interferir con la estimacidn de los &

cidos, despuds de {stc los dcidos son extrafdos en un cstado parcial--
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mente purificados y finalmente cstimados.-

Aungue haya muchos métodos pcra la extraccidn de los dcidos =
nucleicos, la mayoria de los investigadores han usado variantes de =
tres métodos, llamados por sus criginadores: Schmidt y Thennhauser

(13); Schncider (11) y Ogur y Rosen (10).

RESUMEN DE LOS TRES_METODOS DE EXTRACCION MAS IMPORTANTES.

En los tres procesos, 2l paso inicial es designado & TEMOVEL =
las meléculas ,poquefas (nucledtides libres) y lipidos, scbre la regidn
en que los componentes dcido-solublus y 1ipidos pueden interferir con
las reacciones quimicas aplicadas en la estimacidn de los dcidos nu--
cleicas, En el caso de Schmidt-Thannhauser y Schneider, el tejido ho-
mogenizado es previamente extraide con dcido frio y lucga por solven--
tes lipidos, En el método de Ogur-Resen, el primer pasc es remocidn -
de lipidos, scguido por cl tratamicnto con dcido frio.-

Después de éstos tratamicntos preliminares, los dcidos nucledl
cos san exttafidos del residuo de tejidos. En el caso de Schmidt-Thann
hauser el residuo de tcjide es digerido en dlcali el cual cambia =21 -
RNA en una forma no grandementc precipitable por dcido, Consecuentemen
te pucde ser separado del tejido cl DNA por digestidn dcida la cual -
causa preccipitacidn de DNA y proteina, En el proceso de Schneider, -
TCA caliente § dcido percldérico calientec os usado en extraccidn de am-

bos dcidos nucleicos; el tejido de protefnas cs relativamente insolu--
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ble en fcido calicnte,

oxtraido con dcido percldérico

subsecuentemente remcvidec con

Finzlmente, cn el método de Ogur-Rosen, RNA es
La etape final de los

frioc dr conveniente fuerza y «l DONA @s -
dcido percldrico calicntea,
trcs procesos ©s la estimacidn de las
cantidades da RNA y DNA en gl cxtracto, Los dcidos nucleicos contienen
treos distintocs componcntcs quimicos:
a) purinas y basocs pirimidic. s
b) ribosa y dcsaxirribosa
c) fosfuros,

Consecucntementc los métedos de detcrminacidn do dcidos nuclei
cos pucdcn basarsec sobre la intensidad de abscorcidn ultraviclota sobrco
furos en el ocxtracto,.

24

50
reacciones especcificas peora las pentosas o sobre la estimacidn de fos-
Un método de estimecidn dependiendo deo absqre=--
cidén ultrovicleta o sobreoestimacidn de fosfuros, sin distinguir entre =
RNA v DNA, cstos son los métodocs de Schmidt-Thannhauscr y Ogur-Roscn,
por lo tanto puedc scr <plicado solamunte cuando los dos écidos son
primcramentc bien scparcdeos. Por otro lado rcaccidn deo color cspocifi
ca para ribosa y docsgxirribosa, admite hacer la cstimacidn doc RNA vy
ONA indcpcondicntemonte on la misma solucidn, Csta cs la bese del proce-
50 dc Schneider,
Durantc los pasados 20 afos, numLros

do cstos tres procesos bdsiceos, al analizar el fcido nucloico contoni-

invostigadorces han usa-
do cn tejido do plantas y animalecs, y microorganismos. Muchas modifica
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ciones en los métodos originales han sido doscritas,
Sin cmbarga, con cade tejida hay que desarrollar por modio de
la investigacidn, un mitods cepoccifico pnra la cxtraccidn de los dci--

dos nucleicos,=

PRUCESD  £5COGID0 POR _ MUNRO _ Y. FLECK

Munro vy Fleck (9), hicieron un cstudio dc los tres mltodos y -
concluycron gue cn gencral ol método deo Schmidt-Thannhauscr, ticene la
me jor basc tdcnica y préctica, Dc las verias modificacionoes do dstc -
mitodo, ellos cscogiceron el siguicnte proceso parc le extraccidn de hi
gado do rztdns

"Hacer una solucidn 1:20 dul tejido homogenizado en dcida frio
con agua dcstilada, Pipectear 5 ce.c. (equivclentc o 250 miligramos de
pcso hdmedo) de ¢l tejido deontro deo un tubo de 15 c.c. edicionar 2.5 -
c.c, do décido frio, mozclar y mantencrlo por cspacin di. 10 minutos a -
09C,~- Centrifugar, y lucgo descartar la fraccidn supernadantc (fraccidn
dcido-soluble) y lavar ol precipitado dos veccoes con dcido percldrico -
0.2 N frio, Desaguar cl cxceso de dcido per inversidn al tubo brecvemen
ta sobrc papel Filtro.-

Adicionar 4 c.c, dec KOH, 3 N e incubar a 378C por cspecio de
1 hora (horno o bafio do marfa), dospuds de la incubacidn onfricr con -

’ s

hielo y precipitar las protocines y cl DNA por adicidn de dcido porcld-

rico 2 N. Dcspués dc csperar por tiempo de 10 minutas en frio, centri
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fuger cl precipitado y decantar lo fraccidn supcrnadante (RNA), Lavar
dos veces con S5 cc, de decideo fosfdérico 0,2 N y adicicnar los lavados a
o fraccidn da RNA. Scguidemonte adicionar 10 ce.c, do fdcido porcldri-
co 0.6 N a la fraccidn dc RMA y levados csta fraccidn sc lleva hosta -
100 c.c, con ague destilada, donde unc solucidn de ribonuclodtidos en
dcido poreldrico 0,1 N do absorcidn ultraviolcta le cual cs lecida a =
260 milimicras,

La estimacidn del contenido de ONA en ¢l procipitado obtenido
sobre la acidificacidn dc diguestidn alcalina, rs disuelta en 5 coCa =
do KOH 0,3 N por calcntamicnto breve a 372C, si cs neccseria lc solu-
cidén es llevade 2 50 c.c., incluyendso una adicidn de 12 mililftros dc
KOH 0,3 N dando una solucidn dc DNA cn KOH 0,1 N.- 2 c.c., de &sto so--
lucidn ©s usada para la estimacidn de DNA por ol método de Ceriotti =
(4) .-

El mencicnado método de Ceriotti, es una modificacidn de la -
rcaccidn de Dische en que "deosoxipontosa haco une rozccidn con difeni-
lamina cn una mczcla de dcido acético glacisl y dcido sulfdrico a ==
100°C para dar un color azul, quc es estable despuds oo 10 minutos de

calentado (5)0,

PROPOSITO  DEL PRESENTE __ TRA&BAJO.

Nosotros cmpezamos con el método cscogido gor Munro-Fleck =

realizando gue cods tcjido tier.. sus peculiaridades y gque por lo tan--
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to cs nocesario hacer modificaciones per:z la mejor extraccidn de los -
dcidos nuclcicos en cada tejido.

Asi quec ol propdsito do €ste trabajo prescntado aqui, es el dg
sarrocllo de una modificacidn dcl método de Munro-Flocck (originalmente

Schmidt-Thannhauser) para lc cxtraccidn de laos éggggg_ﬁycl;ipos del TI

T

MO0 del ganado bovino.-



P_A_

RoTE B
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BATERIAL_ Y EQUTPO

a)  PATERIAL __GENERAL:

Ost.riz.r, centrifuga, rcfri
geradar, mechera y matcrial de rutipa cen ¢l laboraoto--
rioc de microbiologia,-

b)  FATERIAL ESPECIAL:

Alcohel 90%; dcido triclora -

ac’tico (TCA); &ter, cloroformo, hidrdxido de patasio,

£

dcido purclérico, fcido ccdtico, difenil amine rcacti-
vo (&€cido sulfdrico difcnilamina, 4cido acftico), ace-

taldehido, -

—
jun}
&=
(

P

{ e 18
H
@]
s
2
C

i
U

=2l gonado bovino.

EQUIP0: Celorimetrc BAUSCH AND LOIMB,

METODO DEL TRABAJO: Cado cxperimento fué reopotido por
lo minimo dos veces y el DNA determinade a varias con

ccntraciones,,—~
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DESARROLLO DEL ENGAYO PARA LA DETERMINACION DE DNA.

Segln lo recomendacidn de Munro y Fleck (9), ecscogi primeramen
te un emsayo parz la duterminacidn do DNA basado cn la rcoccidn de la
porcidn de desoxirribosa, £l ensayo cscngido por ollos para higado, es
la reaccidén de la desoxirribosa con difenilamina, descrita en pdgina -
de la presente tésis. Dicho proceso cs una modificacidén dc la reac—--
cidén drscubizrta originalmente por Discho (5) y modificada por Burton
(l>|

Segln Burten (2}, vl mccanismo de la reocccidn es el siguientes
Los cnlaces entre los purinos y 1o desoxirribosa son débiles y la difcg
nilamina reccciona con los residuos de pentosa originslmonte combina--
dos con lcs purinas, Por la distribucidn al azar de las bascs 1o doter
minacidn es vdélida para cunlguicr DNA,

Burton cambid las condiciones pera cl desarrvllo del color en
ol cnsayo por la adicidn de acctzldochido y tambidn varid ol tiempo de
desarrollo de dichc color: en luger de 10 minutos a 1009C gque uszbe --
Discho, tomd un tiempo do més horas,- Burton (2), Creft y Lubran (4);
Gilus y Mycrs (7), propusicreon otros cambios en adicidn dc otros rcac-
tivos, la proporcidén du acetaldeh{do a lz solucidn de DNA y el tiempo
dc desarrollo de color, Lo reoaccidn de Discho os una re2ccidn cn gue
el calor dc solucidn es proporcional o la cantided de DNA presentc en

el ensoyo, Los cambics propuestos son con ¢l propdsito de cxagerar el
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color y entonces haccr un cnsayo mas fino. Naturalmcnte, el cnscyo eg
cogido por un investigador dependerd del tejido, las condiciones de ex
traccidn del DNA y el cstado de los re ctivos, EL mejor método de de-
terminacidn seria el guu hage la moyor difcronciacidn cntre dos canti-
dodes DNA (la difercncia de color de los dos, medidos por la densidad
optical es mdxima) y naturzlmentc cl proceso en que le dunsidad opti--
cal es directamcnte proporcional a lo concentracidn de DNA,

Nosaotros probamos las modificaciones propucstas por Ceriotti -
(3), Burton (2), Creft y Lubran (4) y por Gilcs y Mycrs (7), con va- -
rios tiempos y condiciones del desarrollo del color,-

Ceriotti, propusec sl método doscrito en la pdgina de la -
proscnte tésis, Usando nuestros recactivos, no nos fué posiblc desarrg
llar ningdn calor por calcntamicnto de la solucidn cn NaOH 0.2 N por ~
solamente 10 minutos,. £l color descrrollado despuds  de neutralizar la
solucidn con HCle, fué insuficicnte y no fud porporcicnel a la conce
tracidn dc DNAS

Siguiendo la propeosicidn de Burton, afadimos: "dcido porcldri-~
co hasta una concentracidn de 0,2 N, luego afiadimos 1 c.c. do la solu-
cién DE DNA a 2 c.c. de unz sclucidn 2l 2% dec difenilamina y 1.5% dci-
do sulfdrico en dcjdu zcético glacial, contcnicndo 0,08 mgr/ml deo acee
taldehido. La mezele fué incubada a 302C toda la noche y el color azul
obtcnido fuéd medido &n un cspectofotémetro (7)", Scgln los resultados-

de Giles y fMiles
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(7), la 2dicidn dcl Acido sulfdrice c¢s inneccsarie, y los rcsultados =
me jores son abtenidos usando doble la porporcidn recomendoda por Bur--
ton, dc la solucidn pruebe de DNA a solucidn dv rcactive, También -
llos recomicndan lecturas de la absorcidn a 595 m ~ y a 700 m can
la grdfica de la difcerenciz de los dos valores (595-700) proporcional
a la concontracidn del ONA,

Croft y Lubran (4), reccomicndan uno concontrecidn de difenila-
mina al 2% y un ticmpo de desarrolle dc 48 horas, Elles dicen también
quc so¢ consiguen mejorcs resultados con le adicidn do acctaldechida. -
Schncider (12), también dice que sc consiguen los mojores resultados -
cn la ausencia de acctaldehide., Hosotros probomos los tros modifica~
cicnes con verios tiempos do deearrollo, Con cada prucba leimos lo ab
sorcidn a 595 m/ y 700 m ©°, L2 sclucidn dcl DNA fué diluida antes -
del trotemienta ¢n cade casa pars doterminmar si la concentrocidn del -
DNA es proporcicnal = la absorvincia,

RESULTADOS: En 1~ figura 1 sc vae los rusultados de la modifi-
cacidn dc Burton a 16, 36 y 66 horas del desarrolla del color, con grd
ficas dc las lecturaos a 595 m  y la difercpein de las locturas a 595
m y 700 m o

La figura 2, cnsciic la modificacidn do Creft y Lubran y la fi-
gura 3, el proccsc de Miles y Gilcs on lag mismos condicioncs. La fie

gura 4 es la proporcién de solucidn prucba del DA a sclucidn reactivo
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propucsta por fliles y Giles, pero sin acetaldehido,

Camo se pucdc obscrver on los gréfices, ¢l color cs cstable -
dospuls de 36 hores e tempuratura ambiente, La diferuncia eon cl ticm-
po dec desarrollo, e©s praobablemente debide e la del acetaldshido en -
nucstro laboratorio. Segdn Burton (2), sc consiguen mejores rosulta--
dos solamcnte con acetaldchido fresco. Los métodos dec Burten (fig, 1)
y de Croft y Lubran ( fig. 2) dan curvas bicn roctas en las concentra
ciones usadas, La mcjor diforcncizcidn  (la inclinecidn de la linsa)
sc consigue del mdtodo de Burton, OCo los daos linces (absorvancia a -
595 y le difeércncia do 2bsaorvanciz de 585 m 7/ - absorvancic o - -
700 m ) dan casi los mismos rosultadeos, Pero la limca do 1o absor--
vancia do 595 pasa mas corca do ceoro absorvancia @ cerc concentracidn

dc DNA y por csta rozdn cscogimos cste proceso.

:L5UMEr: DEL FROCESC DE NUESTRA DETERMINACION DEL DNA

Uuspuds del trotamicnto con NaOH 1N, por cspacio de 1 hora, -
acidificando le sclucidn hasta dcido perclérico 0.2 N, Diluimos la so=-
lucidén a concentraciones de 10%, 20%, 33%, 50%, 80%., y 100% de -
lo concentracidn ariginal, con un blanco dc¢  o%. Colocamos 3 ml, dc

cada una dc dichos solucioncs con 3 ml. do una solucidn al 2% dc -

difenilamina en &cido acltica glacial contenicndo 0,08 mgr/ml. de acc
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taldechido, Omitimos cl 1,5% de dcido sulfdrico rccemendade por Burton,
porque lc solucidn estaba ecidificad: por la adicidn del 4cido percld=-
rica antes, Incubazmos 12 mouzclo 2 toemperctura ombicnte, por ecspacio -
dec 36 horas y luega lcimos 1a absorvancia & 595 m 4/ on cl Ospectofoté

moctro.
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TRATRMIENTG PREL IMINAR DEL TE3IDO

2.,- b)  TEORIA:

Ochido a la pruscncie corrientc docpnucleasa
cn los tejidos, es convenicente tomar precousiones al ticmpo de obtener
¢l tujideo muecstra, [Muchos investigodorcs asumen gque cs suficicnte ens-
friar la mucstra rapidamente, Hasta ahaora, cs prdctice comidn cl homo-
goenizar cl tejido brevemente en hielo, o amortiguar y subsccuentemen
te precipitar las protefnas y dcidos nucleicos cen dcido frio, ¢l cual
cs mas probeble quo ceusar la inactivecidn de la nucleaaa y a la vez =
desalojar la grasa interforentc,-

Ciertos autores, han enfotizedo la necesidad de enfriamiento -
durante lo escicidn dc los tejidos animales,

La decsintegrocidn de la muestra tejido os un poso critico en -
la obtencidn exccta de contenido estimado de dcido nucleicae, Para ha-
cerse efcctiva debe pormitirsc la obtencidn de mucstro uniforme y tam
bién romper el material suficiente para facilitar la complcta uxtrac-

cidén de “cidos pucleoicos antes estimados,-
. Fd / . -’ .-
En rusumen, se deberd hacer cn mas casos la cscicldn deo teji=-

dos lo mes pronto posible, cntonces homogenizar cn agua fria y final-

mente la muestra ©s homageonizada,-
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PRACTICA:

Primcrameznte la mucstra fud desalojad:  de su contenido dc grae-
s& supcrficial, por cortes hechnos con un objeto con filo, cnscguida -
la muostra se colocd =n contacto cen una solucidn de sal comdn al -
0,5% can el fin dc mantcner baja lo temperatura, Luego homogenizamos
la muestra por mcdie de un ostecrizer, para scparar cl material grasoso
supcrficial en reserva, por lo que fud necesario centrifugar la mues--
tra, Habiendo aobtenido una mucstra homogcnizedz2 cn 2lto porcontaje -
(99%), se procedid a scparar cl material grascso do su intecrior, pera

fsto se tratd la mucstrz con elcohcl de 909 hirviendo,-

Con 2l fin de lograr u obtcnoer el tiempe en gue sc debec de man
tener la mucstra en elcohol hirviendo pora detcrminar moyores cantida
des do dcidos nucleico, variamcs los ticmpos cn un rango de 15 minutaos
a 2 horas. Ocspuds de aplicer éstos ticmpos obtuvimas los rosultados
quc describircmes & continuacidn:

RESULTADOS: Como yz humos dicho, variamos les tiempos de man-
tenimicnto dc la muestra on alcokol hirviends y a2l anelizar los resule
tados obtconides, deducimos que cl ticmpo dptimo deberd do scr de 60 -

minutecs, Los rcsultados cbtenidos fueron los siguicntess

Al mantener la mucstra on alcohol hirvicndo durante un ticmpo -

de 15 minutos, se obtuvo unc abscrvancia dc 0,303 cnescguide se mantuvo
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la muecstra por un tiempo de 30 minutos coun upna determinacidn de 0,603
con un tiempo dc 45 minutos obtuvimsts une wstimocidn do 0,745 al em--
plear un ticmpo de 60 minutos obtuvim.s cl tiempo dptimo, ya que sc dg
termind el 0,81, Al cmplear ticmpos moyorcs de 60 minutas se deotermi-
naron parcontajcs mocnores de 81%, tnles como:  con 75 minutos, 69%; -
con 90 minutos, 48%,

Cemo podemes oubsorver cl tiempa dptime us dc 1 hora, dcbide a
su  mdxima detcrminacidn dec DNA,

Hay gqueo haccr notar que 12 mucstra y el clcohol para haccrlas

hervir, sc mantuvieron on bafic dc maria,

Lo siguicnte grdifica nmos demucstra lo dicho anteriormuntes
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EXTRACCIAN DE LIPIDOS EN LOS TCJIDGS.

TJEORIA: En los mftodos originales dec Schmidt-Thennhauser y -
de Schneider, pcor andlisis del dcido nucleico, las cantidades de dci-

do nuclcico cn cl tejide fucrom fimalmente obtenidas o choqueadas por -
fosfolipidas por medic de solvontes lipidas y cn consccucncia, la in--
clusidn de un paso de cxtrsccidn de lipides ha venido a ser original -
en cstimaciones do dcido nucleico ya sea quo aparczca ¢ No p2ra mantc-
ncr cualquicr venteja cspecial, La varicdad de solventes 1ipidos usa-
dos por difcrentes investigadores ce muy considerable, dospuds do la -
orecipitecidn con fcido fric, una sccucncic cemdn h2 sido ¢l extraer -
el rosiduc du tujide con ctanol fric al 95% y cntoncos hervide on una

mezela de 3:1 en ctanol vy dter, Alqunos autcros hon scguido ésto por

cxtraccidn con éter y algunas veocos con stanol-cloroforme o metanol-d-

tCT ¢~

En general, dos oxtraccionus cen metancl (parz remover las le-
citinas) y dos con 3:1 ctanol-cloroformo ( par~ romover las cefalinas
y csfingomielinas) climinarsmos los fosfolipidas del tejida, Si dste
pasa es scguido por un lovado con 3:1 ctanol-&ter, luege con éter, un
pulverizado scco puctde sor obtenide permiticndo que ol éter sc cvaporc

a tempcratura ambientc.



Munre y Fleck, dicen quu este poso, rofirifndesc al trata- -
micnto s¢ solventes, gquc no s sivmpre nocoscorio ¥ ¢ voces sJ plorde -

P

DNA [

PRACTICA: Hicimous doterminacicnus de  DNA - empleando cn una -
ctapz del process mozclas del solvontoc, come lus indicados en le too-

ria,

Tambidén hicimos detcerminacioncs de DNA, cmplenndo un proceso -
en ol cuzl sc suprimia la ctepa do extraccidn Jo lipidos con dichos --
solventes, Al analizar los dotos abtenides nos dimos cucenta que las -
deturminaciones con el scgundo procesc fueron mayorus guc las determi-

nacliongs logradas con 21 primeroc,

Con Jsto comprobamas lo dicho por Munro y Flock guicnes demose

traron que la extraccidn de lipidos no cra nocesaria,

BE2ULTADOS:

Al emitir la cxtraccidn de lipidos con lus solucntes antes men

cionadaos, hubc un aumento del 40%, c mo os demostrado on la figura si-

guicnteos
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REMOCLION DE COMPUESTODS DE BAJD FESO MOLECULAR.

TEORIA:

Dependicndo dol métode escogido pera ol ondlisis do deidos nu-
cleicas, tres grupns deo componentes de tejido do bajo pusao molecular
pucden interferir on los estimociones finalcs:

a) mucledtidos libres y enzimas dc nucledtidos

b) azdcarcs

c) fosfato inorgdnico y fdsforn inorgdnico, compucstos de bajo

pesn molecular,

Por ejomplo, unc porcidn do higodo conticne aproximadamonte -
8 mgr, dc RNA por grame de tujida, asf falto romover los nucledtidos
adeninicos que pueden asi mismo causar una sobroestimacidn de 110% -
del contecnide en ¢l tejido. En tejidos bejos de RWNA (mésculaes), ol
Orror pucde dar meyor. Similarmento ozdecarcs libres pucden interfo--
rir con los cclores de los roocclonos para ribosa y doscxirribosa, -
Es un poligro particuler parae analistas estudi-ntes on tojidos do -
plantas, pero cn resumen el uso comdn do homogenizar cl tojide animal
en soluciones do sucrosa, pucde guiar algunas veccocs a subsscucntes di
ficultodes an la dotormipacidn de RWA por el método de Orcicol para
ribosa a menas que le sucrosa sweo culdadeosomente removida, Fipalmente
la remocidn de compuustos dc fosfuros de baja poso meloccular, us osen

cial para ¢l accrtado uso del miteds de Schmidt-Thannhausecr, cl primg
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nor medio -

n

ro doscrito on el cual los dcidos nuclcicos son ocstimado
del contenide de fésforus, cntoncocs cl pruccsa original no cs muy usa
>sto tiche resultooo do puch importanciz,

do ahsra muy a menudo, coto

Los métadns usados en le remocidn de dstos sustancins intorfo-

rontos ¢s precipitocidn de estos fcidos nucluicos, proteinos y atras
moléculas largas con dcido frio, usualmente TCA o dcide perceldrica.

12 oxtraccidn de moldculcs poqueohing tratando de

humos romovide todos csos

madificer el método de Schmidt-Thannhauscr,

cumpucstos de bajo pese moleoculor con dcido triclurecacdtico, variando

do rumociones o extraccionos logro

yo suz su concontrncidn o el ndmerc

das coun dichu dcido.

fuectucron dichas romociones fud

La

L tcmperatura bajo la cual s

duntro de un rango minimno
ianes uczadas cstas fueron los sie-

Con respeccto ¢

guicntoss 5%; 7%; 10%: 12%; ohara con respecto 2l ndmero 1

dos, ¢stos sc varieranm cun un rongu de 1 lavado a2 8 lavedos,

Despuds do estudiar los rosultzados llegzmos a un ccuerdo do que

el porcentajo de fcido 2 ccupar debie do socr de 10% y 12%, vy cn lo

o romocivnos, dstac debian de ser on un ndme-

quec concicrne al ndmero

ro do tres o cuatrao,



[8%)
-3

HESULT, DO5:

Con respecto o 1o extraceidn e moldculns peguofins tratan de
modificar ol método de Schmidt-Thannhauser, hemus hecho detorminacio-
nes de DNA, ya sSca variocndo 17 conccntracidn del TCA o ol ndmero de -

Al vcriar la concentracidn del dcido, sc obtuvicron los si--=-
guicntes rcsultadoss con TCA 5%  la abscrvancia cs do 0,683 pero con

rumovimos los moléculos -

TCA 743 sc cbtuvo un aumento
poquefias usando una conccentracidn del decido de 10% y  12%, cntonces -
hubo un aumcnto del 46%, cs decir, que con respocto @ la determinacidn
con TCA 5% cobtuvimos un zumcnto del S57%. Al hacor doterminaciones con
porcontaje do TCA mayaras de 109 vy 12% hubo le misma conccntracidn

de DNA, la cual nos vienc 2 coumprober la demostracidn por Schmidt-Than

nhauser, de que un porcentajec de 10 y 12, deben de sor los parcentajes

dptimos, Se obscrvan estos rosultados en lo figurs

Hay guc notor, gue a2l llevor & cabo las remociones con los di-

ferentes porecentajes do TCA, las rzomocioncs fucraon hechas en un ndmoro
de 3, con un ticmpo dz duracidn de 15 minutos coda una,

Este ndmero de 3 remocioncs, so dedujo luego de hoacer varios -
ensayos con diferentes ndmeraos de romocicnos. Con 1 romocidn se chbtu-

v una absorvancia de 0,513 luego removimos dos voces y la abscrvan—-
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cic determinada fud de 0,78, Con tres y cuctro remociones hubo una -
doeterminacidn de 1,25 con la cual nosctros deducimos que era ol ndmero

de remociones Sptimos.-
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HIDROLISIS | _EN ___ HIDROXIDO . DE  _ S0DI0.

w

TEORIA: Lo funcidn del hidredxido de sodis ce en si, scparar -
ambos dcidus nuclcicos modinnte el meconismo de diferenciz en resisteon
cia al dlcali. Es por ¢l comprotamiento difceroente hacin el dleali de
los cslabanes 3,5 fosfodidster, entre los nucledtideosadyacentos en--
tru €l RNA y DNA, En ¢l cnso dol RNA oxpucste al dlcali cnoiclice, -
tridster es Formcdo con el grupe hidroxile en el C2 do le ribosa y -
oste expontdnoomente hidreliza a dar dos o tres nucledtidos, En ¢l ca
sa del DNA dualipentosa, nc contiens cl grupc hidroxils en C2 y a -
consccucncia no pucde formar lo coocncicl 2,3 fosfodidster luego, cn--

tonces ©s resistontoc o la digostidn alealin

[

Aungue vorivs alcalis hen side empleacdoes cn dsto hidrdlisis, -
scle cl hidrdxide do sodio y ol hidrdxido de potasic han sido los mas

utilizados,

Entre los proccedimientcs quc hemns llcvado o cobo con ¢l fin -
dc lograr el tiempo necosario en ¢l cwal so debe montcner 1o muestra -
en contacto con ¢l dlezli, hemos dotcrminade que ¢l tiempo do diges—-
tidn doberd de ser de tres horee y media y a una temporcotura similar -

o la del ambicnte,
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RESULTADCS

En 1o gquo concicrne a hidrdlisis elcalina, hicimos vorios on-

sayos con ¢l fin de lograr el tiempo necesario on el cual se dibfa de
mantcnur lo muustra en contacto con el dlcali, pars asi scparar ambos

dcidos nuclcicos,
ESTIMACTION-SERATCION  DE _ DMA:
Duspuds do hocor les cnsoyos antc dichos, cbtuvimos los ro--

sultados siguicntoss:

TLEFIPO OF HIDROLTSIS (minutos) — DETEAMINACION DE DNA POR ABSORVAMLIA:

S A O N
a1 Sn
40 gevesescnsenceonoesianssasnelel]
= N 4=
S P 22
1B0eseenveseennneaconasasanneledd

210..".'.llll-.-l...llal.l'lll/l'D
Al apliczr un ticmpo dc 240 minutos (4 hor-s), disminuyd el -

porcentajc de DETCRAMINACION de DNA considercblemoente, dibido al trata

miento vigoroso,.-
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La conclusidn do {stc trabajo consistird cn cnumerar cl aumcn-
to cn coda etape del proceso y scqdn los variaciones hechas, y los can
dicicnos dptimas cscocidrs para ol procesc final cn czda paso dcol pro-
CCSO,

Con respecto al procese de nuestra doterminacidn del DNA hemos
concluido quo deberd ser el siguientes

Dospués del tratamicnto con NaOH 1N, por cspacio de 1 hora,

acidificamos lo solucidn hasta dcido pereldrice 0,2 M, Diluimos lo -

solucidn = concentraciones de 10%, 20%, 33%, 60%, 80% y 100%
de lo concentracidn original, con un blanco de 0%, Colocamos 3 ml, -

do cada una do dichas solucionus con 3 mle, do una solucidn al 2% de

difenilamine cn dcido acdtico glacial contenicndc 0,08 % mor/ml,. do -

ccetaldenido, Incubamos la mozela o tumperatura ambicnte, por cspacic
de 36 horos y lucge lofmos la cbscrvancia a 585 m en cl cspectofo-

tdmetreo.

En cuanto al zuments logrodo 2l hocer una varizcidn de tiempo
en cl tratamicnto inicial con alcohol de 509 hirviendo fué de un poguo
Ao porcentejo, perc en fin se logrd el aumento gue se ssperaba, El rg
sultado fud do gue la muostra debiz de mantencr en alcohol de 90% hir-

viendn por espacic de 1 hora, Hay gue hacer notor, que cl alcohol -

se hacia hervir per medic de bafo maria,-
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Con rospecto o la cxtraccidn do moldculas pouguefios, hicimas va
rios procesos variando lo concontracidn del extractor, cn éstc caso -

TCA, y también variando el ndmero do remocioncs, La cancentracidn del

TCA fué variacz un un rango do 5% a  15%: 5%, 7%, 10%, 12%, -

15%,~
Con TCA 5% cl DNA coxtrafde did una sbscorvancia dc 0.68
Con TCA 7% el DMA coxtrafde il unn zbsorvancia de Be77

Cun TCA 10% el DNA cxtrafide did unma zbscrvancic do 1.30
Con TCA 12% ¢l  [DNA  oxtrafdo did une absorvanciz do 1.30

Ccn TCA 15% ol DNA oxtrefds di$ una abscrvancia de 1,20

Como podemcs shscrvar, con TCA 10% y TCA  12%, hubo una mayor
deturminecidng con TCA 15% una disminucidn del 10% gue fud estimada -
debido al tratamients vigoroso aplicado,

fste cnsayo Tudé llovado o cabe a una tomperatura de GRC a4
29C, Las remocicnes fucron llevodas, on un ndmero de tres, por -
cspaclio dc 15 minutas coda una,

Con respoceto al ndmero de rumociunes, hicimos vorios cnsayos
empliando en éste case TCA 10% por cspocic de 15 minutos cadn una de
cllas, a una tempocratura do Q2C o 28°C,

Con 1 remocidn  so dectoromind unc abscrvancie de 0452

Con 2 rcmociones sc dotormind unn absorvancie deo 0,78
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una

una

absorvancin do 1.25

absorvancic de  1.25

abscrvanciec dc 0.64

abs.rvencia do 0,64

absaorveoncic doe 0,64

Con 5, 6, 7, rcmocinncs hubo un2 disminucidn cn la doterminacidn, -

duebido 21 tretamicnteo vigorosc,

Noe toca

Llovamaos

necesarin 2n cl cual sz dobiz d-

nar maycros cantidades de DA, E1 £lcoli omplo:

a

l -

Hidrdlisis alcalina,

cobo un onsayo con el

m

fin do doterminar el tiempo

ntoener on ol dlcali pzro determi-

fud NalOH ¢ 1N,

Lecs resultedos obtonidos fucron los sigulcntos:

TIENPQ: (minut:

15,

158,

180,

210,

240,

Podemos

.

concluir quc on

un

ticmpe

du 3 horas y media - -



47

(210 minutos) podemos dotoerminar mayoros ceptidodes do DNA G-

P
0 1 g 1 o Iirmme =T, {5 3 ’t' A
U. los varios uxporimintos, cscogyimos las condiciones dptimos
cn cada poso para scleecionar un procuso final,=-

COMPyRACTON DEL PRCCESC INICIAL CON EL PROCESD FINAL:

SRSV T P L L

PROC, INICTAL PROC. FTINAL
TRATAHIENTO PRELTINMINAR 30 minutus cn al- 60 minutos en alcohol
couhol hirviondao, hirviendo,

EXTRACCION DE MOLECUL..S TCA 10% a 0°C-2°C TCAH 10y a 02C~2°9C

PEGQUEN, S 3 vecus por 15 mi- 3 veces por 15 mi-
nutas caodo vcz, nutos cada vize

EXTRACLCION DE LIPIDOSS ClECH—alcohol (1:3) s. umitid,
Ztir-alcohicl (1:3)a

la tumpoeratura ombi
cntuy 3 coxtrocciones
con cada mezela, por
cspocio do 15 minutos
coda una,
HIBROLISIS ALCHLINA: 1 hora cn NaOH: 1N 3,1/2 hora cn NaBhs
In.
St observa la comparacidn del proceso inicial y Jel procoso fi
nal cn le figura, E1 proceso desarrollado por mosotros dé un aumento -

del 50%, més dil procuse do Munro y Flock.-
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