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RESUMEN

El ADN extracelular es una novedad biologica, de la cual se desconoce su significado clinico y fi-
siopatologico. Se reportan aqui, los primeros resultados cuantitativos de los niveles de ADN pre-
sentes en muestras de patronamiento, detectados a través de la técnica de espectrofotometria UV-
Visible, condicionando particularmente la respuesta espectral a 260 nm de una fuente de radiacion
ultravioleta, y utilizando fotomultiplicador como detector. Estos primeros resultados espectrales,
permiten la cuantificacion de los niveles de ADN libre en suero y orina humanos de personas sa-
nas y enfermas, los cuales contribuiran a realizar las comparaciones para entender la biologia del
ADN libre en la salud y la enfermedad con miras a obtener ayudas diagnosticas pronosticas y tera-
péuticas en enfermedades tan complejas como el cancer, infecciones cronicas, enfermedades auto-
inmunes etc.
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ABSTRACT

Extracelular DNA is a biological novelty from which his clinical and fisiopatologic meaning are
unknown. The first quantitative results of the DNA levels present in pattern samples are reported
here. These were detected through the UV-Vis spectrum-photometry technique, particularly condi-
tioning the spectral answer to 260 nm from a source of UV light, and using a photo-multiplier as
detector. These first spectral results, allow for the quantification of free DNA levels in human se-
rum and urine samples from sick and healthy people, which will contribute to carry out the com-
parisons to understand the free DNA biology in health and illness aiming at obtaining help in
therapeutical diagnosis and prognosis with complex illnesses such as cancer, cronical infections,
inmune diseoses, etc.
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1. Introduccioén

En los afios 60 y 70 se descubrid6 ADN libre circulante en pacientes con lupus eritematoso y
cancer, [1]. Pero la tecnologia de entonces era limitada para mayores analisis, este tema resur-
gi6 con mas poder en los afios 90 al demostrarse alteraciones genéticas tipicas de células tumo-
rales en el ADN circulante, después se identificé el cromosoma Y (masculino) en el ADN circu-
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lante de mujeres embarazadas y en trasplantadas con érganos de donantes masculinos, [2]. Se
conoce que las uniones en las cadenas de ADN entre las diferentes bases nitrogenadas se da a
través de puentes de hidrogeno asi: entre Adenina y Timina dos enlaces, entre Guanina y Cito-
sina tres enlaces, esto sumado a que dichas bases son compuestos heterociclicos hace que el
ADN absorba la radiacion ultravioleta, [3].

En este trabajo se presentan los resultados deteccion de bajos niveles de ADN presentes en
suero humano, usando la técnica de espectrofotometria, con un sisema dotado de una fuente de
radiacion ultravioleta centrada en 260 nm, y un fotomultiplicador de alta sensibilidad en el UV.
El espectrofotometro utilizado en este trabajo, es un equipo antiguo de caracteristicas conven-
cionales, susceptible de modificaciones, tanto en el tipo de fuentes de radiacion, como en los
sistemas Opticos y de deteccion.

La medida del espectro de absorbancia A, que registra el espectrofotometro obedece a la ley de
Lambert-Beer[2]

| 1
A=log—2 =¢C=— 1
g ~HC=T (1)

Siendo Iy e | las intensidad de la luz incidente y transmitida respectivamente a través de una
cubeta de longitud de paso 6ptico (I) que contiene una disolucién de concentraciéon C (molar), la
constante de proporcionalidad € se le llama coeficiente de extincion molar, [4].

3. Resultados

Los resultados que aqui se reportan, fueron obtenido usando ADN comercial diluido en un
buffer de TE, [5], y el espectro fue registrado para tres concentraciones “conocidas” y una
“problema”. Se utilizé un rango de longitudes de onda, desde 210 nm hasta 350 nm. En la Figu-
ra 1, se muestra el espectro de ADN que corresponde a las primeras pruebas de deteccion de
diferentes concentraciones de ADN en disolucion, para pacientes sanos. En la Figura 2 se pre-
sentan los picos espectrales de ADN obtenidos a una longitud de onda de 260 nm. Las concen-
traciones se indican en la Tabla No.1.

Tabla No.1. Medidas de Densidad Optica para las concentraciones de ADN

Muestra No.1 ~ Muestra No 2 Muestra No.3 ~ Muestra No.4 (Proble-

ma)
Valor absorcion 0.01418 0.01084 0.00826 0,01445
(A=260 nm) : : ’ ’
Concentracion TE-4 54E-5 4,1E-6 7,19E-4
(molar)

En la Figura 3, se presenta la curva de los valores de absorbancia en funcion de las concentra-
ciones de ADN, acorde con los espectros presentados en la Figura 2. Esta curva es un indicativo
de la respuesta del equipo segun el grado de concentracion de ADN. Con una muestra problema
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de concentracion conocida, se midid su espectro de absorcion y se observo una correspondencia
con la curva mostrada en la Figura 3, validando asi la eficiencia de la técnica.
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Figura No.1. Espectro caracteristico para una concentracion de ADN de 50 ng / ml.
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Figura No.2. Espectro de absorcion de muestras de ADN en 260 nm a diferentes concentraciones ( a) 7E-
4 molar, b) 5.4E-5 molar, ¢) 4.1E-6 molar, d) 7.19E-4 molar).
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Figura No.3. Curva de calibracion obtenida con los espectros de ADN.

4, Conclusiones

Actualmente la deteccion de niveles de ADN circulante es utilizada para el diagnostico de tu-
mores, diferentes tipos de cancer, y enfermedades virales como hepatitis, para lo cual se utilizan
normalmente kits comerciales de un costo elevado, lo que limita el uso de la técnica a laborato-
rios de altos recursos en muy pocos paises del mundo. Por lo tanto, se hace evidente, la necesi-
dad de desarrollar nuevas técnicas para la deteccion de materiales subcelulares, tales como
ADN y proteinas.

El analisis con radiacion ultravioleta presentd6 muy buena sensibilidad en la medida de ADN
comercial, detectando muy bajas concentraciones de ADN en disolucion. Esto evidencia la
efectividad de la absorcion de radiacion UV debido a los enlaces que se encuentran en las bases
nitrogenadas, que son el componente del ADN humano.

El instrumento de medida utilizado presenta una buena resolucion y sensibilidad en un amplio
rango de longitudes de onda. Esto posibilita la implementacion de un equipo flexible, que per-
mita usar una fuente de luz con un reducido ancho de banda y un detector CCD especializado.
De esta forma, el analisis de las variaciones de niveles de concentracion ADN, relacionado con
patologias complejas del ser humano, sera automatico y de mayor eficiencia.
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