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Protocolo de extraccion de DNA por salting-out para pequenos

volimenes de sangre

A modified salting-out protocol for DNA extraction from small blood sample volumes

Riera Mario A., Rojas Maria E., Zapata Pedro D.

Resumen

Se desarroll6 un protocolo modificado de extraccion de DNA por salting-out a partir de muestras de sangre con
vollmenes decrecientes (300; 100; 50; 25; 10; 5; 2,5; 1y 0,5 pL). Se llevd a cabo posteriormente una amplificacion
de un fragmento de 345 pb del gen de la protrombina y de un marcador STR (short tandem repeat) utilizado
comunmente para estudios de filiacidbn, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa, visualizandose los
amplicones en un gel de poliacrilamida al 6,4 %. En todos los casos, la reaccion de amplificacion fue exitosa,
demostrando asi que el protocolo de extraccion desarrollado permite obtener DNA en condiciones de pureza 'y
cantidad suficiente a partir de pequefos volimenes de sangre. De este modo, puede disminuirse la cantidad de
muestra necesaria para realizar un estudio molecular, lo cual es fundamental en areas como la genética forense
donde la cantidad de muestra disponible puede ser limitada.
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Abstract

A modified salting-out procedure for DNA extraction from decremental blood sample volumes was developed (300;
100; 50; 25; 10; 5; 2,5; 1 and 0,5 pL). A 345 bp human prothrombin gene fragment and a STR marker commonly
used for filiation analyses (LPL) were then amplified by Polymerase Chain Reaction and visualized in a 6.4 %
polyacrylamide gel. In all cases the amplification reaction was successful, showing that the DNA extraction method
proposed here yields DNA of reasonable purity and quantity from small blood sample volumes. Therefore, the
quantity of sample needed to perform a molecular study can be reduced, which is fundamental in certain areas

such as forensic genetics, where the quantity of samples available could be limited.
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Introduccion

La extraccion de DNA a partir de muestras de distinta
naturaleza, constituye la etapa previa de todo andlisis
genético. Obtener DNA relativamente puro y amplificable
resulta fundamental para los posteriores usos a los que sera
destinado, en el marco de investigaciones de tipo forense,
poblacionales, predisposicion a enfermedades y otros.
Esta tarea demanda una “puesta a punto” de las técnicas
de extraccion utilizadas, con el objeto de determinar las
condiciones ideales en las que se obtendrd un maximo
rendimiento. En general; los métodos de extraccion de
DNA tienen una serie de pasos basicos, que se cumplen
independientemente del origen de la muestra. Estos son, a
saber: disrupcion celular (ruptura de la bicapa lipidica de
las membranas celulares por tratamiento con detergentes,
agentes quelantes que secuestran cationes estabilizantes
de la membrana, etc.), eliminacion de las proteinas (que
constituyen los principales contaminantes del extracto),
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concentracion del DNA (por precipitacion con alcoholes),
lavado (para eliminar restos de reactivos y solventes que
puedan inhibir la Taq polimerasa) y resuspension. [1, 2]
Para muestras de sangre en particular, distintos protoco-
los han sido descriptos y publicados, pudiendo diferenciar-
se basicamente dos alternativas metodologicas, las cuales
difieren en la etapa de la purificacion de las proteinas
del extracto [3, 4]. Asi podemos encontrar métodos que
aprovechan las propiedades desnaturalizantes que tienen
ciertos solventes organicos como cloroformo, fenol, etc.
[1, 3], y a aquellos fundamentados en el conocido cambio
de solubilidad que experimentan las proteinas cuando son
sometidas a modificaciones en la concentracion salina del
medio [1, 5]. Asi, en presencia de bajas concentraciones de
sales, se verifica un ligero aumento en la solubilidad de las
proteinas (salting-in) por aumento de la fuerza ionica del
medio respecto de soluciones acuosas. Por el otro lado, en
presencia de altas concentraciones de sales, la solubilidad
de las proteinas disminuye y terminan por precipitar
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(salting-out) [6]. Este es el fundamento fisicoquimico de
la precipitacion de proteinas por salado. [7].

Sin embargo, estos protocolos requieren siempre una
previa estandarizacion a las condiciones y recursos del
laboratorio donde se lleven a cabo, asi como también
es necesario introducir modificaciones pertinentes a las
situaciones especiales que pudieran plantearse. Entre ellas,
la disponibilidad de muestra constituye un problema que
puede presentarse con cierta frecuencia en estudios foren-
ses o similares. Por ello, es de importancia determinar las
condiciones bajo las cuales es posible la obtencion de DNA
en condiciones de relativa pureza, para ser empleado en los
estudios genéticos posteriores a los que sera destinado.

Materiales y métodos
Extraccién de DNA por salting-out

Se obtuvo una muestra de sangre con anticoagulante
(EDTA) y se tomaron alicuotas de 300; 100; 50; 25; 10;
5;2,5;1y0,5 uL de la misma. Cada una de estas alicuotas
fue tratada con una solucion de lisis de globulos rojos
conteniendo Tris-HC] 10 mM pH 8, Triton X-100 1 %
y Sacarosa 11 %; luego de lo cual se efectud una cen-
trifugacion a 12000 rpm durante 3 min, descartandose
el sobrenadante. Este paso de eliminacion de las células
anucleadas del extracto, se realizd 1, 2 o 3 veces segun la
alicuota utilizada (ver Tabla 1). Posteriormente se procedié
a lisar los leucocitos mediante tratamiento con una solucion
de lisis conteniendo buffer de globulos blancos (Tris-HCl
10 mM pH 8; NaCl 400 mM; EDTA 2 mM), solucién de
Proteinasa K (Proteinasa K 1 mg/ml; SDS 1 %; EDTA
2 mM) y SDS 20 % en distintas proporciones. Se incubd
una hora a 65 °C, agitando el preparado con vortex cada
10 min. Seguidamente las proteinas fueron eliminadas
del extracto mediante precipitacion salina (salting-ouf)
con acetato de potasio 3 M y posterior centrifugacion a
12000 rpm por 5 min, para luego recuperarse el sobre-
nadante. Para mejorar la pureza, este paso fue realizado

Tabla 1: Protocolo de extraccion de DNA.

2 veces. Luego, el DNA fue precipitado por adicion de
isopropanol y centrifugacion a 12000 rpm durante 5 min.
El pellet obtenido fue lavado con una solucion de etanol
70 % y centrifugado a 12000 rpm durante 5 min, y se
procedi6 a extraer todo el alcohol remanente. Finalmente,
el pellet fue resuspendido en agua estéril. Los volumenes
utilizados de cada una las soluciones y reactivos, fueron
ajustados en forma proporcional al volumen de la alicuota
utilizada en la extraccion (ver Tabla 1).

Abreviaturas

Sn GR: solucion de lisis de globulos rojos; Buffer GB:
buffer de globulos blancos; Pkasa: solucion de Proteinasa
K; AcK 3M: acetato de potasio 3 M.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de un fragmento de 345 pb del gen de
la protrombina (Sentido 5’-tctagaaacagttgectgge-3’ y anti-
sentido 5’-atagcactgggagcattgaag c-3”) se llevd a cabo en
un volumen final de 25 pL por reaccion con 4 uL. de DNA
y 20 pmoles de cada cebador (Invitrogen) en presencia de
KCI; 1,5 mM MgCl,; 200 uM de cada dNTP (Promega) y
0,5 U de Taq polimerasa (Fermentas). El ciclado se realizo
con una primera etapa de desnaturalizacion a 94 °C durante
3 min, seguido de 35 ciclos con segmentos de 20 seg a
94 °C, 50 °Cy 72 °C respectivamente; para finalizar con
una etapa de extension a 72 °C durante 3 min.

La amplificacion del marcador LPL se realiz6 utilizando
el sistema GenePrint STR Systems (Silver Stain Detection)
de Promega, en un volumen final de 12,5 pL por reaccion
con 2,5 uL de DNA y 1X de locus-specific Primer Pair, en
presencia de /X STR Buffer y 0,125 U de Taq polimerasa
(Fermentas). El ciclado se realiz6 con una primera etapa
de desnaturalizacion a 96 °C durante 2 min, seguido de
10 ciclos con segmentos de 1 mina 94 °C, 1 mina 60 °Cy
1,5 min a 70 °C; y luego 20 ciclos con segmentos de 1 min
290 °C, 1 mina 60 °Cy 1,5 min a 70 °C para finalizar con
una etapa de 30 min a 60 °C.

Muestra | Sn Gr Buffer GB| Pkasa |SDS 20% AcK 3M Isopropanol Etanol 70%
300 ul (c) |540 ul (c) . B 180ul(c) | 30ul(c) | é6ul(c) 90 ul (c) ) B 600 ul (c) . B 600 ul (c) . »
100 ul 180 ul -Centrifugacion 0l Toul 2ul -Incubar 20Ul -Centrifugacion 200 ul -Centrifugacion 200Ul -Centrifugacion
ul© ul© 12000 rpm: 3'. ule ul© ul 1 hora. ul 12000 rpm: 5'. ul© 12000 rpm: 5'. ul©) 12000 rpm: 5'.
50 ul (c) | 90 ul (c) 30ul(c) | 5ul(c) | 1ul(c) 15 ul (c) 100 ul (c) 100 ul (c)
25 ul (¢) | 45 ul (c) |-Eliminacion del | 15 i (¢) | 2,5 ul (¢) | 0,5 ul (c) |-A8itacion | 7 5y () |-Transferencia del| 50 () |-Eliminaciondel| s5q () |-Extraccion
sobrenadante. con vortex sobrenadante. sobrenadante. del alcohol.
10ul(c) | 18 ul (c) 6 ul(c) 1ul(c) | 0,5ul(c) cada 10" |75 ul (c) 50 ul () 50 ul ()
5ul(c) | 9ul(c) |-Repeticion 3ul(c) |0,5ul(c)|0,5ul(c) 7,5 ul (c) |-Se repite 10 ul (c) 10ul (c) |-Secado.
5ul(c) | 9ul(© del1 proceso: 3ul(©) |0,5ul(c)|0,5ul(c) 7,5 ul () |dos veces. 10 ul (©) 10ul(c) |"Resuspencion.
a:1vez,
2,5ul(c) | 9ul(c) b: 2 veces, 3ul(c) |05ul(c)|0,5ul(c) 7,5 ul(c) 10 ul (c) 10 ul ()
2,5ul(c) | 9ul(c) |c:3veces. 3ul(c) |0,5ul(c)|0,5ul(c) 7,5ul(c) 10 ul (c) 10 ul (c)
1ul(c) | 9ul(c) 3ul(c) [0,5ul(c)|0,5ul(c) 7,5ul (c) 10 ul (c) 10 ul (c)
1ul(c) | 9ul(c) 3ul(c) |05ul(c)|0,5ul(c) 7,5ul(c) 10 ul (c) 10 ul ()
0,5ul(c) | 9ul(c) 3ul(c) |0,5ul(c)|0,5ul(c) 7,5 ul(c) 10 ul () 10 ul ()
0,5ul(c) | 9ul(c) 3ul(c) |0,5ul(c)|0,5ul(c) 7,5ul (c) 10 ul (c) 10 ul (c)

Abreviaturas: Sn GR: solucion de lisis de glébulos rojos; Buffer GB: buffer de glébulos blancos; Pkasa: solucién de Proteinasa K; AcK 3M: acetato de potasio 3 M.
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Gel de poliacrilamida

La visualizacion de los fragmentos amplificados por
PCR se llevo a cabo mediante una corrida electroforética
en un gel de poliacrilamida al 6,4 %, durante 90 min a
110V, y luego fue tefiido con nitrato de plata. [1].

Resultados

Todas las diluciones mostraron la presencia de una
banda de amplificacion correspondiente al fragmento del
gen de la protrombina, de 345 pb (ver Figura 1 y 2). Esto
indica que las modificaciones introducidas al protocolo de
extraccion de DNA por salting-out, resultaron exitosas,
logrando obtenerse DNA en condiciones de pureza adecua-
das (libre de inhibidores) como para permitir la reacciéon de
amplificacion por PCR, utilizando a un fragmento del gen
de la protrombina como DNA blanco o matriz.

Asimismo, para demostrar que las modificaciones intro-
ducidas al método de extraccion por salting-out resultarian
utiles en el campo de la genética forense, se realizé una
PCR con un marcador STR usualmente utilizado para
estudios de filiacion: LPL. Los resultados de la reaccion
de amplificacion se observan en la Figura 3, y evidencian
la presencia de la banda correspondiente a uno de los alelos
del marcador LPL.

Discusion

Nuestros resultados ponen de manifiesto la gran sensibi-
lidad que puede presentar la técnica de salting-out cuando
es convenientemente adaptada al trabajo con pequefios
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Figura 1. Amplificacién del gen protrombina. Las alicuotas de 300, 100,
50, 25, 10 y 2,5 (a) WL fueron amplificadas con cebadores para un frag-
mento del gen de protrombina y separadas en un gel de poliacrilamida al
6,4 %. M: Marcador de peso molecular. La flecha sefala la banda corres-
pondiente al amplicon de 345 pb.

0,5b 0,5a 1b 1a 2,5b 2,5a

5b 5a m
| 396
| 350
—— _ |
¥l 222
)
] l 179

Figura 2. Amplificacion del gen protrombina. Las alicuotas de 0,5 (a y b);
1(@yb);2,5(@yb)y5(ayb) L fueron amplificadas con cebadores para
un fragmento del gen de protrombina y separadas en un gel de poliacrila-
mida al 6,4 %. M: Marcador de peso molecular. La flecha sefala la banda
correspondiente al amplicén de 345 pb.
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volumenes de sangre. De este modo, es posible reducir
el volumen de muestra inicial utilizada en la extraccion
llegando hasta 0,5 uL de acuerdo a nuestros resultados.

Las técnicas de extraccion de DNA disponibles en
formato de kits comerciales no suelen contemplar la posibi-
lidad de minimizar el uso de muestras cuando es necesario,
situacion que puede presentarse en casos forenses o simi-
lares. Ademas, no llegan al nivel de sensibilidad alcanzado
con nuestro protocolo, considerando el volumen de muestra
de sangre de partida, de acuerdo a lo especificado en los
manuales correspondientes de los respectivos kits (QIAamp
DNA Micro Kit [8], Genomic DNA Purification Kit [9],
BLOODCLEAN DNA Purification kit [10], Invisorb Spin
Blood Mini Kit [11]).

Asimismo, esto reviste también una importancia
econdmica, teniendo en cuenta que las cantidades de los
distintos reactivos y soluciones a utilizar por muestra,
también resultan considerablemente menores a las ocupa-
das usualmente, como lo indica la Tabla 1; permitiendo
que el costo del analisis por muestra sea inferior. Por otro
lado, si bien existen kits especialmente diseflados para
casos excepcionales de bajo volumen de muestra, debe
contemplarse que los mismos son costosos, sobre todo en
laboratorios donde el trabajo con pequeiios voliimenes no
es algo rutinario y adquirirlos demanda una amortizacion
prolongada en el tiempo.

Esta técnica ha demostrado también ser capaz de
adaptarse al campo de la genética forense y estudios de
filiacion, que necesitan de DNA de buena calidad obtenido
a partir de pequeilos volumenes de muestra para amplifica-
cion de marcadores moleculares microsatélites, como los
denominados short tandem repeat (STR).

conclusiones

Las adaptaciones del método de extraccion salting-out
permitieron la obtenciéon de DNA de calidad y pureza
necesarias para la amplificacion mediante PCR a partir de
pequefios volimenes de sangre, con un volumen minimo
de 0,5 pL de sangre de partida.

0,5b C- M
o Gk &
_ i - 126
— r — : 75
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Figura 3. Amplificacion del marcador microsatélite LPL. Las alicuotas de
0,5(); 1 (@ayb); 2,5 (@), 5 @y b) yL fueron amplificadas con cebadores
para el marcador STR denominado LPL y separadas en un gel de poliacri-
lamida al 6,4 %. C-: control negativo. M: Marcador de peso molecular. La
flecha sefala la posicién de los alelos correspondientes al marcador LPL
(105-133 ph).
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