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Prefacio

La presente tesis se llevd a cabo en el laboratorio de Virologia Molecular y
Nanotecnologia de la unidad de Laboratorios de Investigacion y desarrollo (LID)
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, bajo la supervision del Doctor
Holger Mayta Malpartida, la MSc. Martha Helena Jahuira Arias, con el apoyo
del grupo de investigacion de Biopolimero y Metalofarmacos de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria dirigido por la Doctora Ana

Cecilia Valderrama Negroén.

La investigacion consisti6 en la aplicacion del biopolimero quitosano,
modificado mediante el entrecruzamiento de las cadenas, para el aislamiento
de ADN en muestras de orina, para ello, en la etapa inicial, se establecié un
protocolo de aislamiento con el polimero modificado en un medio acuoso
mediante la evaluacion de los parametros que afectaban la union y separacion
de este y el ADN, vy, en la etapa final, se realizaron pruebas con muestras de

orina bajo el protocolo previamente establecido.
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Glosario

Cq o ciclo umbral: Numero de ciclo del gPCR en el cual la intensidad de
emision del reportero marcado se incrementa sobre el ruido de fondo. Este

valor es inversamente proporcional a la cantidad inicial de ADN en la muestra.

Adsorcion: proceso por el cual &tomos, iones o moléculas son retenidos en la

superficie de una matriz.

Desorcion: proceso inverso a la adsorcion.

Adsorcion quimica idnica: adsorcion ocasionada por enlaces ionicos.
Adsorcién quimica covalente: adsorcion ocasionada por enlaces covalentes.

Adsorcién fisica: adsorcion ocasionada por fuerza atractivas débiles,

generalmente, de Van der Waals.

Enlace idnico: unién de &tomos con cargas eléctricas opuestas.

Enlace covalente: union entre atomos mediante la comparticion de electrones.
Fuerzas de Van der Waals: fuerzas atractivas o repulsivas entre moléculas.

Reparto de genes o drogas: “delivery” o distribucion de moléculas como genes
o drogas a células o patégenos con fines de tratamiento de enfermedades o

anomalias genéticas.



Resumen
Introduccion: Las desventajas que conlleva la obtencion invasiva de muestras
biologicas para fines de diagndstico, hace necesario apuntar hacia el uso de
muestras no invasivas como la orina, de facil obtencién y manipulacion. No
obstante, la baja concentracion de ADN y la presencia de sustancias
contaminantes limitan el desarrollo de las técnicas de aislamiento
convencionales. El quitosano, biopolimero catidnico obtenido por desacetilacion
de la quitina es capaz de establecer interacciones con moléculas anionicas
como el ADN. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el uso de
microparticulas de quitosano entrecruzado para el aislamiento de ADN a partir
muestras de orina contaminadas artificialmente.
Métodos: Se evalud la capacidad del quitosano, con diferentes grados de
entrecruzamiento (1; 5, y 10%), para adsorber ADN; igualmente se evaluaron
los factores que influyen la absorcion tales como el pH, tiempo de contacto,
cantidad de particulas, la concentracion de ADN vy los diferentes métodos de
desorcion del ADN del quitosano. Esta evaluacion se realizO mediante la
prueba de gPCR empleando como ADN blanco un plasmido conteniendo un
inserto el gen de la proteina acuaporina TIP 5:1 de Arabidosis thaliana.
Resultados: El mayor grado de adsorcion de ADN se observo a un pH igual a
6.9 en los tres tipos de quitosano entrecruzado evaluados. Las microparticulas
de quitosano entrecruzado al 1% mostraron la mayor capacidad de adsorcion.
Los tiempos de contacto (30-120 min) no influyeron sobre esta capacidad de
adsorcion. La modificacion del pH de la orina hacia un pH aproximado de 6.9
favoreci6 la adsorcion de ADN por las microparticulas. EI método de desorcion
con mejores resultados consistié en pretratar las microparticulas con EDTA-
SDS y someterlas a ebullicion antes de la extraccidon con fenol-cloroformo. Las
microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% fueron las Unicas capaces de
concentrar el ADN afadido a la muestra de orina.
Conclusion: Las microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% poseen la
mejor capacidad de adsorcion y concentracion de ADN a partir de muestras de
orina. La extraccion con fenol: cloroformo fue el Unico método que permitié la

desorcion del ADN de las microparticulas de quitosano entrecruzado.



Palabras clave: quitosano, aislamiento, ADN, orina.
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Abstract

Introduction: The disadvantages of invasive techniques for diagnostic
purposes, point toward the necessity of using non-invasive, easy obtaining and
handling samples such as urine. However, the low concentration of genetic
material and the presence of contaminants in the urine limit the development of
conventional isolation techniques. Chitosan, a cationic biopolymer, obtained
from the deacetylation of chitin can interact with anionic molecules like DNA.
The present study aimed to evaluate the use of crosslinked chitosan
microparticles for the isolation of DNA from urine samples artificially infected

with spiked plasmid.

Methods: The ability of chitosan, with different degrees of crosslinking, for the
adsorption of DNA; the factors that influence the adsorption such as pH, time of
contact, amount of particles and DNA concentration; and also the different
methods for DNA desorption of chitosan were evaluated by qPCR using as
target an Arabidopsis thaliana gene inserted in a plasmid.

Results: The highest degree of adsorption was observed at a pH of 6.9 in all
the types of crosslinked chitosan evaluated. The 1% crosslinked chitosan
microparticles showed the highest DNA adsorption capacity. The contact time
(30 — 120 min) did not influence the DNA adsorption capacity. In contrast, the
DNA adsorption capacity of crosslinked chitosan was influenced by the sample
volume (0.5 — 50 ml). Modification of the urine pH improved the DNA
adsorption capacity of the crosslinked chitosan microparticles. Pretreating the
microparticles with EDTA-SDS buffer plus boiling before the phenol-chloroform
extraction was the best DNA desorption method. Only the 1% crosslinked
chitosan microparticles had the capacity to adsorb and concentrate the plasmid

added to the urine sample.

Conclusion: The crosslinked 1% chitosan microparticles showed the best DNA
adsorption capacity at pH 6.9. These microparticles were the only ones able to
concentrate the DNA added to a urine sample. The DNA desorption was

achieved only using the phenol: chloroform extraction technique.

Key words: chitosan, isolation, DNA, urine.

xii



INTRODUCCION

La extraccion de material genético a partir de muestras biolégicas crudas
constituye el punto de inicio para el desarrollo de técnicas bioquimicas y de
diagndstico (Gathak, Muthukumaran & Nachimuthu, 2013). Los métodos de
extraccion de acidos nucleicos han sido clasificados de manera general en dos
categorias, protocolos convencionales y basados en soportes sélidos (Tan &
Yiap, 2009). Dentro de los métodos convencionales, basados en soluciones, se
encuentra el método de extraccion alcalina, de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico y detergentes cationicos (Tan & Yiap, 2009). Por otro lado, los
métodos basados en soportes sélidos involucran el uso de matrices de silice,
particulas de vidrio y perlas magnéticas, siendo las primeras las mas comunes
(Tan & Yiap, 2009). Si bien su aplicacion permite la purificacion rapida y
eficiente de ADN, las sales caotrdpicas y etanol que dirigen su adsorcion a la
silice inhiben la reaccién de amplificacion (Hourfar et al., 2005). Por otro lado,
los métodos convencionales consumen un amplio intervalo de tiempo y los
reactivos empleados, especificamente, en el caso de la extraccion con

solventes organicos, son toxicos (Javadi et al., 2014).

El aislamiento de ADN puede realizarse a partir de cualquier muestra biologica
cruda, no obstante la toma de muestras invasivas puede constituir un riesgo
debido a la transmision de enfermedades por practicas no apropiadas y
complicaciones asociadas al procedimiento. La presencia de material genémico
en orina permite utilizar dicho espécimen como fuente para su aislamiento y
posterior desarrollo de técnicas de diagnéstico molecular (Silva et al., 2014).
Fragmentos cortos provenientes de la circulacion, ademas de fragmentos
largos atribuidos a células del tracto urinario, han sido hallados en la orina (Su
et al., 2004 b). Debido a su origen, los fragmentos cortos, han sido
denominados como ADN trans-renal o extracelular (Umansky & Tomei, 2006).
La presencia de ADN trans-renal ha permitido el diagndstico de enfermedades
asociadas a mutaciones u ocasionadas por patdogenos (Su et al., 2004 a). Sin
embargo, la baja concentracion de material genémico en orina y la presencia
de sustancias contaminantes limita el uso de los métodos de aislamiento.
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La aplicacion de polimeros catidénicos para el aislamiento de moléculas
anidonicas como el ADN, podria constituir una alternativa a los métodos
convencionales y basados en soportes solidos. Dentro de los polimeros
cationicos presentes en la naturaleza, la quitina es uno de los mas abundantes
después de la celulosa (Tharanathana & Kittur, 2003). La desacetilacién de la
quitina en medio alcalino a elevadas temperaturas permite la obtencion de
quitosano, polisacarido lineal conformado por residuos distribuidos al azar de 2-
N-acetil-2-deoxi-glucosa (N-acetil-glucosamina) y 2-amino-2-deoxi-glucosa
(glucosamina) unidos por enlaces de tipo § — 1,4 (Larez, 2003) . Este polimero

también se encuentra en la naturaleza en la pared celular de hongos de la
clase de los zigomicetos, en el alga verde Chlorella spp., en levaduras y
protozoos asi como en la cuticula de insectos (Raafat & Sahl, 2009). La
presencia de grupos amino funcionales ha hecho del quitosano un material
versatil por la posibilidad de realizar una amplia variedad de modificaciones con
el objetivo de impartir propiedades deseadas y singulares funciones bioldgicas,
incluyendo la solubilidad (Larez, 2003). La naturaleza catiénica del biopolimero
en medios acidos, ha permitido la formacion de quitosano-ADN regidos por
interacciones electrostaticas, principalmente entre las unidades de glucosamina
protonadas del biopolimero y el esqueleto de fosfato negativamente cargado
del ADN (Bravo-Anaya, Soltero & Rinaudo, 2016).

La modificacion quimica del polimero mejora sus propiedades, permitiendo que
sea aplicado como vector para la entrega de drogas y genes (Bowman &
Leong, 2006). Las modificaciones quimicas mas comunes abarcan la
trimetilacion del grupo amino y el entrecruzamiento de las cadenas de
quitosano (Berger et al., 2004). El entrecruzamiento de las cadenas de
quitosano permite la formacion de estructuras estables o sensibles al pH,
dependiendo del agente entrecruzante (Berger et al., 2004). El desarrollo de
superficies de quitosano entrecruzado iénicamente, ha sido documentado para
el reparto ( “delivery” ) de genes en modelos celulares in vitro, mientras que el
desarrollo de superficies de quitosano entrecruzado covalentemente, ha
captado la atencién para la carga y posterior liberacion de drogas, por la
estabilidad que le brinda este tipo de entrecruzamiento durante un amplio



intervalo de tiempo, tanto en medios acidos como basicos (Csaba, Kdping-
Hoggéard & Alonso, 2009; Jameela & Jayakrishnan, 1995). Debido a que la
principal caracteristica que rige la adsorcion de moléculas en ambos tipos de
entrecruzamiento es la porosidad, el entrecruzamiento covalente también

podria permitir la adsorcion de ADN (Berger et al., 2004).

En el presente estudio se emplearon microparticulas de quitosano
entrecruzado con glutaraldehido, de 3 grados de entrecruzamiento distintos,
para el aislamiento de ADN en muestras de orina. Inicialmente, se establecié el
protocolo de aislamiento con estas matrices en un medio acuoso, diferente a la
orina, contaminado artificialmente con plasmido. Una vez establecido, este
protocolo fue aplicado en muestras de orina contaminadas con este mismo
ADN. EIl protocolo se dividi6 en dos etapas: (i) adsorciéon del ADN a las
microparticulas de quitosano entrecruzado, y, (ii) desorcion del ADN de las
microparticulas.

En la etapa de adsorcion, se determinG que factores afectaban este proceso:
pH del medio, cantidad de microparticulas, tiempo de contacto entre éstas y el
ADN, vy, el volumen del medio que contenia a ambos. Adicionalmente, se
determiné que tipo de microparticulas poseian la mayor capacidad de
adsorcion de ADN. Por otro lado, en la etapa de desorcion, se evaluaron
diversos métodos de separacion del ADN tanto en el medio acuoso en el cual
se establecié el protocolo de aislamiento con microparticulas de quitosano
como en muestras de orina: aplicacion de temperatura, sonicacion,
alcalinizacion del medio, adicion de soluciones basadas en detergentes, entre
otros métodos. Adicionalmente, se determiné si la modificacion del pH de la
orina influia en la adsorcion de ADN por el quitosano entrecruzado, Y, si el pH
que favorecia la mayor adsorcibn de ADN en tampon fosfato salino era el
mismo en orina, cuando el pH era calibrado. Finalmente, se evalu6 la
capacidad de concentracion de ADN del quitosano entrecruzado en estas

muestras.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1. Quitosano: generalidades del polimero y mecanismos de
interaccion con el ADN
La quitina o poli (B-(1—4)- N-acetil-D-glucosamina) es un biopolimero
sintetizado por una enorme cantidad de organismos vivientes y esta
posicionado dentro de los polimeros naturales mas abundantes, después de la
celulosa (Tharanathana & Kittur, 2003). La quitina fue descubierta por Henri
Braconnot en 1811 cuando estudiaba las sustancias derivadas del Agaricus
volvaceus y otros hongos (Larez, 2003). Se encuentra principalmente en la
concha de los crustaceos y formando parte del exoesqueleto de los insectos,
asi como también en las paredes celulares de muchos hongos, levaduras y
algas (Larez, 2003). Este polisacarido es insoluble en agua o medio acido
(Larez, 2003). En 1859, Rouget observé que al tratar la quitina con hidréxido de
potasio obtenia un producto soluble en &cidos organicos (Larez, 2003). Mas
tarde, en el afio 1894, Hoppe-Seyler lo denomind “quitosano” (Larez, 2003). El
quitosano es un polisacarido lineal obtenido principalmente mediante un
proceso de desacetilacion parcial de la quitina en medio alcalino a
temperaturas elevadas (Figura 1) (Larez, 2003). El término quitosano es
utiizado para describir un conjunto de polimeros con diferentes pesos
moleculares, viscosidades y grados de desacetilacion (Larez, 2003). Este
polimero es también encontrado en la naturaleza, en la pared celular de
hongos de la clase de los zigomicetos, en el alga verde Chlorella spp., en
levaduras y protozoos asi como en la cuticula de insectos (Raafat & Sabhl,
2009). En contraste con otros polisacaridos como la celulosa, agarosa, pectina,
acido alginico, dextrano y carragenanos, que son de naturaleza neutral o acida,
el quitosano es altamente bésico, con un contenido de nitrdgeno que varia
entre 5% y 8%, dependiendo del grado de desacetilacion (Raafat & Sahl,
2009). La biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad del polimero, han

permitido que sea empleado para el reparto de genes y drogas en modelos



celulares in vitro (Riva et al., 2011). El quitosano es soluble en &cidos organicos
comunes, y puede ser disuelto en agua después de la protonacion de sus
grupos amino, bajo condiciones acidas (Larez, 2003). La naturaleza cationica
del polimero en medios acidos permite la interaccion con moléculas cargadas
negativamente como el ADN (Bravo-Anaya, Soltero & Rinaudo, 2016). La
formacion de complejos entre ambos se da principalmente a través de
interacciones electrostaticas entre las unidades de glucosamina y el esqueleto
de fosfato de ADN (Bravo-Anaya, Soltero & Rinaudo, 2016). En el afio 2006,
Cao y colaboradores establecieron un método de captura de ADN con
quitosano, en un sistema acuoso, basandose en la carga dependiente del pH
del polimero (Cao, Easley, Ferrance & Landers, 2006). Por otro lado, en el afio
2015, Pandit y colaboradores, lograron capturar ADN con microparticulas
magnéticas de quitosano para posteriormente realizar una amplificacion directa

del mismo (Pandit, Nanayakkara, Cao & Raghavan, 2015).

1.2. ADNtrans-renal y su aplicacion en el diagnéstico de enfermedades

La existencia de ADN en orina se atribuye cominmente a la presencia de
células, parésitos, virus y bacterias (Umansky & Tomei, 2006). La mayoria de
fragmentos de material gendémico aislados son de alto peso molecular, sin
embargo, también se han hallado fragmentos de bajo peso molecular de entre
150 y 250 pares de bases (Su et al., 2004 b). Estos fragmentos son parte del
ADN trans-renal o extracelular; el cual se origina de la apoptosis celular en la
circulacion y atraviesa la barrera del rifidn debido a su corta longitud (Su et al.,
2004 b) (Figura 2). Por otro lado, los fragmentos de alto peso molecular se
asocian a las células que se desprenden del tracto urinario (Su et al., 2004 b).
El material genético trans-renal o extracelular ha sido de utilidad para el
diagndstico de patogenos, anormalidades genéticas y desarrollo de pruebas
forenses (Su et al., 2004 a). La deteccion de secuencias de material genémico
en orina se ha empleado para el diagndstico de cancer, tuberculosis, malaria y
enfermedades ocasionadas por virus como Citomegalovirus y Papilomavirus
(Su et al., 2008; Kawai et al., 2014; Lazzarotto et al., 1998; Brinkman et al.,

2002). Por otro lado, la deteccion de secuencias de ADN de donantes de



organos, tejidos o células en la orina del receptor, ha servido para monitorear
episodios de rechazo a trasplantes (Zhang et al.,, 1999). En adicién, la
determinacion del sexo del feto en gestantes podria darse mediante la
deteccion de secuencias del mismo en la orina de la madre (lllanes et al.,
2006). En general, las aplicaciones de pruebas moleculares en orina abarcan la
deteccion de mutaciones genéticas, el monitoreo de episodios de rechazo
después del trasplante de 6rganos, tejidos o células, la deteccidn y monitoreo
del desarrollo de tumores, la eficacia de tratamientos con drogas u otros
métodos y la determinacién prenatal del sexo.

1.3. ADN en orina: ventajas y desventajas para su aplicacion en pruebas
moleculares

La transmision de enfermedades por practicas antiéticas y posteriores
complicaciones de salud asociadas al procedimiento de toma de muestras
clinicas, son las principales desventajas de las muestras invasivas, lo cual hace
necesario dirigir la atencion hacia muestras no invasivas como la orina
(Bhardwaj et al., 2014; Cavallotti et al.,, 2004). No obstante, la baja
concentracién de &cidos nucleicos en comparacion con otras muestras, limita
su empleo como fuente para el aislamiento de moléculas biologicas y posterior
desarrollo de pruebas moleculares. Se ha sugerido la existencia de entre 40 y
200 ng de ADN por ml de orina, sin considerar el estado de salud del sujeto
donante (Su et al., 2004 b; Umansky & Tomei, 2006). La baja concentracién de
ADN en orina se deberia a la dificultad de fragmentos de ADN de alto peso
molecular para atravesar la barrera del rifidon, ademas de la presencia de
enzimas DNAsas en esta muestra. La DNAsa | es la principal nucleasa
encontrada en la orina, una nucleasa dependiente de calcio y magnesio, cuyo
pH éptimo es de 6.5 (Ito, Minamiura & Yamamoto, 1984).

En adicion a la baja concentracion de ADN en orina, el principal soluto
encontrado en esta muestra, la urea, es capaz de inhibir el PCR (Khan, Kangro,
Coates & Heath, 1991).

La purificacion de ADN mediante los diversos métodos que existen permite la

eliminacion de RNA, proteinas y moléculas que pueden interferir con el



desarrollo de pruebas inmunoldgicas y moleculares, sin embargo, en el caso de
las muestras de orina, la cantidad de moléculas contaminantes es mayor por
ser un fluido biolégico de desecho, lo cual también limita su empleo como
fuente para el aislamiento de ADN y la aplicacion de las técnicas de aislamiento
comunes, en particular, cuando los reactivos empleados pueden agregar mas
moléculas contaminantes a la muestra (Tan & Yiap, 2009; Hourfar et al., 2005;
El Bali, Diman, Bernard, Roosens & De Keersmaecker, 2014). Con el objetivo
de mejorar el uso de la orina como fuente para el diagnostico de
enfermedades, seria necesario establecer un método que permita concentrar y
purificar simultaneamente la poca cantidad de ADN presente en estas

muestras.

1.4. Quitosano modificado para su aplicacion en el reparto de genes y

drogas

La modificacién del grupo amino del quitosano ha permitido el desarrollo de
una variedad de superficies Utiles como geles, peliculas, fibras y particulas
(Larez, 2003). La reaccion con aniones multivalentes como el tripolifosfato
resulta en el entrecruzamiento de las cadenas a través de interacciones
electrostaticas (Berger et al., 2004). El entrecruzamiento i6nico permite la
formacion de redes semi-permanentes que han sido aplicadas para el reparto
de genes y drogas (Csaba, Kdping-Hoggard & Alonso, 2009; Shu & Zhu, 2002).
En el 2010, Buranachai y colaboradores, utilizaron perlas de quitosano/poli
etilenglicol entrecruzado con tripolifosfato y glutaraldehido para el reparto de
diclofenaco de sodio en fluidos gastricos y duodenales simulados (Buranachai,
Praphairaksit & Muangsin, 2010). Por otro lado, en el afio 2013, Vimal y
colaboradores, confeccionaron y emplearon nanoparticulas de quitosano
entrecruzado con tripolifosfato para el reparto del gen VP28 en el camarén
Penaeus monodon (Vimal et al., 2013).

Por su parte, el entrecruzamiento covalente de las cadenas de quitosano
permite la formacion de una red permanente, estable en medios acidos y

basicos (Berger et al., 2004). Tal entrecruzamiento se logra mediante el uso,



generalmente, de aldehidos para formar uniones tipo base de Schiff (Berger et
al., 2004) (Figura 3). Superficies de quitosano entrecruzado covalentemente
han sido aplicadas para el reparto de drogas in vitro, sin embargo, la toxicidad
de los agentes entrecruzantes limitan su aplicacion in vivo (Takigawa & Endo,
2006). En el afo 2009, Navak y colaboradores utilizaron microesferas de
quitosano entrecruzado con glutaraldehido para la liberacién del farmaco anti-
retroviral Zidovudina (Nayak et al., 2009), por otro lado, en el 2012, Ofokansi y
colaboradores utilizaron particulas de quitosano entrecruzado con
glutaraldehido para el reparto del farmaco Ibuprofeno (Ofokansi, Kenechukwu,
Isah & Okigbo, 2013). En adicion, se han desarrollado y aplicado microesferas
de quitosano para la liberacion controlada del farmaco Centcromano (Gupta &
Jabrail, 2006).

La trimetilacién de los grupos amino es otra modificacion comdn en la cadena
polimérica (Mourya & Inamdar, 2009). Esta modificacion permite que el
polimero sea soluble sobre un amplio rango de pH vy le confiere un caracter
cationico controlado. Quitosanos trimetilados ha sido utilizados para el reparto
de ADN a las lineas celulares COS-7 y MCF-7 (Kean, Roth & Thanou, 2005).
En adiciéon, se ha estudiado la capacidad de sorcidén del quitosano trimetilado y
el quitosano trimetilado entrecruzado de aniones metalicos como el oro y cromo
(Diaz, Jacinto, Medina & Navarro, 2013; Navarro et al., 2010).



CAPITULO II

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis
Las microparticulas de quitosano entrecruzado permiten la captura y
concentracién de ADN plasmidico presente en muestras de orina contaminadas

artificialmente con este ADN plasmidico.

2.2 Objetivos
Generales
Evaluar el uso de microparticulas de quitosano entrecruzado para la captura y

aislamiento de ADN a partir de muestras de orina.

Especificos

1. Evaluar los parametros que afectan la adsorcion del ADN a las
microparticulas.

2. Evaluar la capacidad de adsorcion de las microparticulas de quitosano
con diferentes grados de entrecruzamiento.

3. Determinar el método de desorcion de ADN a partir de quitosano
entrecruzado. Evaluar la capacidad de adsorcion — desorcion de ADN
del quitosano entrecruzado en muestras de orina artificialmente
contaminadas.

4. Determinar el numero minimo de copias de ADN que pueden
recuperarse, a partir de muestras de orina artificialmente contaminadas,
empleando microparticulas de quitosano entrecruzadas.

5. Evaluar la capacidad de concentracion de ADN de las microparticulas de
guitosano entrecruzadas a partir de muestras de orina artificialmente

contaminadas.



CAPITULO 1lI

MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de ADN plasmidico

El plasmido pZErO-2 conteniendo el inserto correspondiente a la secuencia de
la proteina acuaporina TIP 5: 1 de Arabidopsis thaliana fue donado por el
Doctor Alejandro Gabriel Schijman (Instituto de Investigaciones en Ingenieria
Genética y Biologia Molecular “Dr. Héctor N. Torres” —CONICET Buenos Aires,
Argentina). La estructura de pZErO -2 con los sitios de corte de enzimas de

restriccion se muestra en la Figura 4.

3.2. Construccién de la curva estandar con el plasmido pZErO-2

La concentracidon de plasmido se determind por espectrofotometria empleando
el espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific, Estados Unidos). El
plasmido fue posteriormente diluido hasta una concentracion igual a 50 ng/ul,
que equivale a un numero de 10447243350 (10'%) copias/ul. La curva
estandar se construyé llevando el plasmido a una concentracion inicial de 103
copias/ul a partir del cual se realizaron diluciones seriadas hasta alcanzar una
concentracion igual a 1 copia/ul. Estos diluciones fueron amplificadas mediante
gPCR en tres repeticiones independientes y los valores de Cq (ciclo umbral)

fueron empleados para construir la curva de calibracion.

3.3. Obtencién de microparticulas de quitosano entrecruzado con
glutaraldehido.

Se disolvieron 2 gramos de quitosano de peso molecular medio (Sigma Aldrich,
Estados Unidos) en 150 ml de &cido acético al 2% (Merck, Alemania). El
entrecruzamiento se logré agregando una determinada concentracion de
glutaraldehido (Sigma Aldrich, Estados Unidos); en este caso se establecieron
3 concentraciones del agente entrecruzante: 1%, 5% y 10% (%
volumen/volumen). La mezcla se mantuvo bajo agitacion constante hasta que

se observo un gel. Posteriormente, se realizaron lavados con agua ultra pura
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(Milipore, Estados Unidos). El gel fue secado en una incubadora a 60°C (Fisher
Scientific, Estados Unidos), para luego ser molido con un mortero. Finalmente,
el producto molido fue tamizado con una malla de 150 micrometros (W.S.Tyler,

Alemania).

El laboratorio de Biopolimero y Metalofarmacos de la Universidad Nacional de
Ingenieria, a cargo de la Dra. Ana Cecilia Valderrama, fue el encargado del
proceso de obtencién de las microparticulas de quitosano entrecruzado, asi
como de la determinacion del grado de desacetilacion y peso molecular del
quitosano nativo. El quitosano utilizado para la elaboracion de las particulas
tuvo un grado de desacetilacion de 72,49 % y peso molecular igual a 455.93
KDa.

3.4. Procedimiento general para la evaluacion de la adsorcion -

desorcién de ADN con quitosano entrecruzado.

El esquema de trabajo para el establecimiento del protocolo de aislamiento de
ADN con microparticulas de quitosano entrecruzado se muestra en la Figura 5.
Se peso una cantidad de particulas de quitosano entrecruzado y se afiadié a un
volumen de un tampdén u orina segun el ensayo. A esta suspension se
afadieron 50 ng de plasmido, luego la suspension fue homogenizada
empleando un homogenizador rotatorio de tubos durante maximo 120 minutos.
Las microparticulas fueron luego separadas mediante centrifugacion a 20 000 g
durante 30 minutos. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y guardado a -
20 °C hasta su posterior evaluacion mediante qPCR.

Durante la etapa de evaluacion de los pardmetros para la adsorcion, el ADN
fue separado de la particula mediante la técnica de extraccion de fenol:
cloroformo, segun el protocolo descrito en el Anexo 1. Antes del tratamiento
con solventes organicos se le afiadieron 500 ul de PBS al sedimento de
microparticulas en el fondo del tubo. El sobrenadante (de la incubacion del
quitosano con el DNA, guardado a -20 °C) y ADN extraido fueron analizados

mediante la prueba de gPCR.
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3.5. Pardmetros evaluados para la adsorcion en medio acuoso (PBS pH
6.9)

Se evaluaron los parametros pH del medio, cantidad de microparticulas, tiempo
de interaccion entre las microparticulas y el ADN, y, volumen de muestra
(inicialmente tampon fosfato salino) para la interaccion entre las microparticulas
y el ADN (ver Tabla 1), empleandose 50 ng de plasmido para todos los
ensayos.

Para obtener los pH 5.0 y 6.0 se emple6 tampon MES a una concentracion
igual a 10 mM (Sigma Aldrich, Estados Unidos), mientras que para el pH de 6.9
se empled tampon fosfato salino (PBS) (Life Technologies, Estados Unidos).
Los sobrenadantes almacenados a — 20 °C y las muestras de ADN extraidos,

desde las microparticulas de quitosano, fueron analizados mediante gPCR.

3.6. Meétodos evaluados para la desorcion en medio acuoso (PBS pH
6.9).

Inicialmente se evalu6 el uso de un tampon comercial de elucion (QA). El pellet
de particulas conteniendo el ADN adsorbido fue resuspendido en 500 ul de
buffer elucién (Qiagen, Alemania), luego sonicado a 40 kHz por 5; 10 y 15 min.
La suspension fue centrifugada a 20000 g por 30 min a temperatura ambiente.
El sobrenadante fue conservado a -20°C hasta su uso. Las microparticulas
fueron sometidas a extraccion con fenol cloroformo.

Se emple6 un procedimiento similar para la evaluacion de la temperatura como
método de desorcion, la suspension de microparticulas en buffer de elucién fue
sometida a 60°, 80° y 100°C durante 15 minutos, luego se procedio de la
misma forma que para el tratamiento con sonicacion.

A fin de evaluar el uso de otras sustancias para la desorcién del ADN, se
incubaron las microparticulas conteniendo el ADN durante 15 minutos a
temperatura ambiente y en agitacion constante con los tampones Tris-KCI a

distintos pH, tampon CTAB, tampon de lisis de eritrocitos (Qiagen, Alemania);
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igualmente se evalud el uso de Chelex 100 como agente de desorcién, para lo
cual el pellet fue resuspendido en 500 ul de Chellex al 10% en buffer TE y
luego hervido por 10 minutos. Luego de los procesos de incubacion o hervido
se procediéo de la misma forma que lo descrito para método de desorcidén
empleando sonicacion (ver tabla 2).

Los sobrenadantes y las muestras de ADN extraidos de las microparticulas

fueron evaluadas mediante gPCR como se describe mas adelante.

3.7. Coleccion y procesamiento de las muestras de orina.

Se colectaron muestras de orina de sujetos sanos en frascos estériles de 100
ml (Samplix, Peru). Las muestras fueron utilizadas inmediatamente después de
la coleccion. El sobrenadante obtenido después de la centrifugaciéon de la orina
a 20 000 g por 30 min fue contaminado artificialmente con ADN plasmidico y
utiizado para la evaluacion de la capacidad de adsorcion de ADN de las
microparticulas de quitosano entrecruzado. Antes de la contaminacion, se
midio el pH con tiras reactivas de la compafiia Macherey — Nagel (Alemania),

determinando que este se encontraba en el rango de 6.0 - 7.0.

3.8. Método evaluados para la desorcién en muestras de orina.

Se evalud el uso de tampon fosfato salino, EDTA 0.5 M pH 8, EDTA 0.5 My
SDS al 10%, tampon Tris-EDTA (1X) pH 8 y SDS al 10%, y, agua, para lavar
las microparticulas antes de la extraccion con fenol-cloroformo. El pellet de
particulas conteniendo el ADN adsorbido fue resuspendido en las sustancias
mencionadas e incubado a temperatura de ambiente en agitacién constante
durante media hora. Las microparticulas fueron sometidas a extraccion fenol-
cloroformo para la desorcion del ADN.

Igualmente, se evalud hervir el pellet de microparticulas resuspendido en las
sustancias mencionadas por media hora, antes de la extraccion con fenol-
cloroformo.

Las muestras de ADN extraidas con fenol-cloroformo fueron analizadas

mediante qPCR.
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3.9. Efecto de la modificacion del pH de la orina sobre la adsorciéon de

ADN por microparticulas de quitosano entrecruzado al 1%.

Se realizaron 3 alicuotas de 15 ml del sobrenadante obtenido después de la
centrifugaciéon de una muestra de orina con pH neutro (7.0). El pH de las
alicuotas fue calibrado a 5.0; 6.0 0 6.9 empleando acido clorhidrico
concentrado y un pH metro (Mettler Toledo, Estados Unidos). Se transfirieron
500 ul de cada una de las alicuotas a tubos de 2 ml y se contaminaron con 50
ng de plasmido. Adicionalmente, se realizaron alicuotas de 500 ul de tampoén
MES pH 5.0, MES pH 6.0 y PBS pH 6.9, las cuales fueron contaminadas con la
misma cantidad de plasmido. A cada una de estas alicuotas contaminadas se
le agregé 3 mg de quitosano entrecruzado al 1%. EI ADN adsorbido a las
microparticulas fue separado empleando el método establecido en orina 'y PBS,

respectivamente.

3.10. Evaluacién de la capacidad de concentracion de ADN de las

microparticulas de quitosano entrecruzado en orina.

Se realizaron alicuotas de 500 ul del sobrenadante obtenido después de la
centrifugaciéon de la orina, las cuales fueron contaminadas con una
determinada cantidad de copias de plasmido, desde 10° hasta 10° por
triplicado. A cada una de estas alicuotas se le agregé 3 mg de las diferentes
microparticulas de quitosano. Para la desorcion del ADN se empled el método
previamente establecido en orina.

Adicionalmente, se afiadieron las mismas cantidades de plasmido a tubos con
orina, sin microparticulas, con el objetivo de evaluar la capacidad de
concentracion de las microparticulas. EI ADN fue extraido a partir de estos

tubos empleando el método de fenol-cloroformo.
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3.11. Amplificacion de una secuencia de la acuaporina TIP 5:1 de

Arabidopsis Thaliana mediante la técnica de gPCR.

El ADN empleado para la evaluacion de la adsorcibn — desorcion en las
microparticulas tuvo como blanco de reaccidn una secuencia de la acuaporina
TIP5-1 de Arabidopsis thaliana. Para la amplificacibn se utilizaron los
cebadores IAC Fw e IAC Rv cuyas secuencias corresponden a 5
ACCGTCATGGAACAGCACGTA 3y 5 CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT 3
(Invitrogen, Estados Unidos), respectivamente, y la sonda tagman IAC Tq cuya
secuencia corresponde a 5° AGCATCTGTTCTTGAAGGT 3’ marcada en el
extremo 5’ y 3’ con 6-carboxifluoresceina (FAM) y un ligando de unién al surco
menor del ADN (MGB) (Invitrogen, Estados Unidos), respectivamente.

El master mix para la amplificacion consistié de 1X FastStart Universal Probe
Master (Rox) (Roche, Suiza), 10 uM de cada primer, 5 uM de sonda y 5 ul de
muestra de ADN (sobrenadante o ADN extraido mediante fenol-cloroformo). La
amplificacion se realizé empleando un termociclador Light Cycler 96 ® (Roche,
Suiza) empleando el siguiente perfil de amplificacion: 95°C por 10 minutos, 40
ciclos cada uno consistente de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 58°C
(Schijman et al., 2011).

3.12. Andlisis estadisticos

Se empled la prueba de Kruskal - Wallis para determinar si habia un efecto
significativo de los factores evaluados en la adsorcion del ADN como se indica
en la Tabla 1. Igualmente, se empled esta prueba para determinar si habia
diferencias significativas entre los métodos de desorcion evaluados en PBS y
orina. Adicionalmente, la misma prueba fue empleada para determinar si
habian diferencias significativas entre las muestras de orina y tampones
calibrados a pH 5.0; 6.0 y 6.9, y, a la vez, determinar si el pH 6ptimo para la
adsorcion de ADN en PBS era el mismo en orina.

Los analisis y Figuras fueron realizados empleando el paquete estadistico
STATA 12.0.
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3.13. Aspectos éticos

Un total de 10 voluntarios sanos donaron muestras de orina para el desarrollo
de la presente investigacion. El proyecto fue aprobado por el Comité
Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia bajo el
codigo de inscripcion 64093.

16



CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. Curvaestandar de ADN y limite de deteccion

El limite de deteccidn fue de 10 copias, correspondiente a un Cq igual a 37.14
(ver Figura 6), concentraciones inferiores no presentaron amplificacion (Cq
mayor a 40). Por tanto para el presente estudio se asumio que las
amplificaciones con resultados de Cqg por encima de este valor sean

consideradas como negativas para posteriores analisis.

4.2. Determinacion del pH del medio que favorece la mayor adsorcion
de ADN

El factor pH tuvo un efecto significativo sobre la cantidad de ADN adsorbido por
el polimero (Kruskal - Wallis, p = 0.0005). El grupo correspondiente al pH 6.9
fue diferente de los otros, y, obtuvo la menor mediana (Figura 7). No hubo
liberacion de ADN en el sobrenadante bajo ninguno de los pH evaluados (Cq
menores a 37.16). Ademas, la prueba estadistica empleada mostré que el
factor no tuvo un efecto sobre la cantidad de ADN liberado en el sobrenadante.
(Kruskal - Wallis, p = 0.4587) (Figura 8).

El pH del medio se establecio en 6.9 para ensayos posteriores por ser el valor
que permitié la adsorcién de una mayor cantidad de ADN.

4.3. Determinacién de la cantidad de microparticulas de quitosano
entrecruzado que permite la adsorcion de mas ADN
El factor cantidad de microparticulas de quitosano entrecruzado no tuvo un
efecto significativo para la cantidad de ADN empleado en los experimentos de
adsorcion (Kruskal - Wallis, p=0.9075) (Figura 9). Unicamente hubo liberacion
de ADN en el sobrenadante con la menor cantidad de quitosano entrecruzado
evaluada (Cq menor a 37.16). Sin embargo, la prueba estadistica empleada
mostré que el factor no tuvo efecto sobre la cantidad de ADN liberado en el
sobrenadante (Kruskal - Wallis, p= 0.3022) (Figura 10). La cantidad de
particulas se establecié en 3 mg para ensayos posteriores por ser el valor con

mas facilidad para pesar.
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4.4. Determinacion de las microparticulas de quitosano entrecruzado
con mayor capacidad de adsorcion de ADN

El grado de entrecruzamiento del quitosano en la microparticula tuvo un efecto
significativo en la cantidad de ADN adsorbido (Kruskal - Wallis, p = 0.0001).
Los resultados de Cqg obtenidos para los grupos fueron diferentes entre si; sin
embargo, el grado de entrecruzamiento 1% presenté la mediana de Cq mas
inferior, lo que indica que esta microparticula es la que posee mejor capacidad
de adsorcion del ADN (Figura 11). En ninguno de los casos se observo
presencia de ADN en el sobrenadante (Cq mayores a 37.16). (Figura 12).
Ademés, la prueba estadistica empleada mostr6 que el grado de
entrecruzamiento del quitosano no tuvo efecto sobre la cantidad de ADN
liberado en el sobrenadante (Kruskal - Wallis, p = 0.0641).

4.5. Determinacion del tiempo de contacto O6ptimo entre las
microparticulas de quitosano entrecruzado al 1%y el ADN

El factor tiempo de contacto no tuvo un efecto significativo sobre la cantidad de

ADN adsorbido por las microparticulas de quitosano entrecruzado (Kruskal -

Wallis, p= 0.7325) (Figura 13). El tiempo de contacto se establecié en 30

minutos con el objetivo de acortar la duracion del procedimiento.

4.6. Determinacién del volumen de muestra para la formaciéon de los
complejos quitosano entrecruzado al 1%-ADN
El factor volumen de muestra tuvo efecto significativo sobre la cantidad de ADN
adsorbido por las microparticulas de quitosano entrecruzado (Kruskal- Wallis,
p=0.042). El grupo correspondiente al mayor volumen evaluado (50 ml) fue
diferente de los otros, y, presentd la mediana de Cg mas alta, lo que indica que
la capacidad de adsorcion de las microparticulas de quitosano entrecruzado es
menor cuando se emplean 50 ml de medio acuoso conteniendo el ADN para la
adsorcion (Figura 14). No se observaron diferencias significativas entre el resto
de volimenes evaluados (0.5; 5.0; y 10.0 ml) (Figura 14), por lo que se

continu6 empleando 0.5 ml.
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4.7. Determinacion del método de desorcién del ADN en medio acuoso
(PBS, pH 6.9).
La cantidad de ADN obtenida después del proceso de desorcion fue diferente
para cada uno de los métodos de desorcion evaluados (Kruskal-Wallis, p =
0.0325). El sobrenadante de los diferentes tratamientos no mostré amplificacion
alguna, lo que nos indica que el pellet retuvo el ADN hasta el momento de la
extraccion con fenol cloroformo. Sin embargo, la cantidad de ADN eluido de las
microparticulas varié de acuerdo con el tratamiento de desorcion previamente
empleado; asi, el grupo correspondiente al tampon CTAB fue el que presento el
menor Cq (menor mediana). Debido a estos resultados se establecidé que antes
de la purificacion del ADN con fenol-cloroformo se realizaria un pretratamiento

con tampon conteniendo CTAB (Figura 15).

4.8. Determinacion del método de desorcion del ADN en orina

La cantidad de ADN obtenida después del proceso de desorcion fue diferente
para cada uno de los métodos de desorcion evaluados (Kruskal-Wallis, p =
0.01). Los sobrenadantes obtenidos luego de los diferentes tratamientos de
desorcion de las microparticulas, no mostraron amplificacion por gPCR. Sin
embargo la cantidad de ADN eluido de las microparticulas varié de acuerdo
con el tratamiento de desorcion previamente empleado; asi, el grupo
correspondiente a la solucion de EDTA y SDS fue el que present6 el menor Cq
(menor mediana) (Figura 16). Debido a estos resultados se establecié que
antes de purificacion del ADN con fenol-cloroformo el pellet de microparticulas

se herviria junto con la solucién de EDTA y SDS.

4.9. Efecto de la modificacién del pH de la orina sobre la adsorcién de
ADN por microparticulas de quitosano entrecruzado al 1%.

Hubo diferencias significativas entre el grupo de orinas con pH modificado y

tampon fosfato salino (Kruskal - Wallis, p = 0.0007). Los grupos

correspondientes a las muestras de orina presentaron medianas de Cq mas

bajas que los grupos correspondientes al medio artificial (tampdn fosfato salino)

(Ver Figura 17), lo cual indica que la capacidad de adsorcion de las
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microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% es mayor en orina con pH
modificado.

Por otro lado, el factor pH tuvo un efecto significativo sobre la capacidad de
adsorcion de las microparticulas de quitosano entrecruzado 1% (Kruskal —
Wallis, p = 0.0183). El grupo correspondiente al pH 5.0 fue diferente de los
demas y obtuvo la mediana de Cq mas alta (ver Figura 17). No hubo
diferencias significativas entre los grupos correspondientes al pH 6.0 y 6.9, por
lo que se continué considerando como pH 6ptimo para la adsorcién de ADN, el
pH que favorecia la mayor adsorciéon de ADN en PBS (6.9).

4.10. Protocolo estandarizado de aislamiento de ADN con
microparticulas de quitosano entrecruzado con glutaraldehido al
1%, en muestras de orina.
El protocolo final consistié en agregar 3 miligramos del quitosano entrecruzado
al 1% a 0.5 ml de orina. La suspension se incub6 a temperatura de ambiente
en un homogenizador rotatorio de tubos durante media hora a 50 rpm. Las
microparticulas se separaron mediante centrifugacion a 20 000 g durante 30
min. El sobrenadante se descarté y las microparticulas fueron suspendidas en
una solucion de EDTA 0.5 M pH 8 — SDS al 10% y hervidas por 30 min.
Finalmente, el ADN fue liberado de las microparticulas mediante el método de

purificacion con fenol-cloroformo.

4.11. Evaluacién de la capacidad de concentracibn de ADN de las
microparticulas de quitosano entrecruzado en orina

La capacidad de adsorcién de las microparticulas de quitosano entrecruzado al
1% permitié la captura de hasta 10* copias de plasmido, mientras que, la
capacidad de las microparticulas de quitosano entrecruzado al 5%, hasta 10°
copias (ver Figura 18). No se observé amplificacion con ninguna de las
cantidades de copias de plasmido evaluadas con las microparticulas de
quitosano entrecruzado al 10%.

La mediana de Cq del grupo correspondiente a las microparticulas de

guitosano al 1% fue significativamente diferente y menor que la de los controles
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sin microparticulas, lo cual indica que el quitosano entrecruzado al 1% es

capaz de capturar y concentrar el ADN presente en el medio (ver Figura 18).
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CAPITULO V

DISCUSION

El presente estudio permitié establecer un método innovador, de bajo costo y
gran efectividad, para la captura y concentracion de ADN a partir de muestras
de orina que consiste en el empleo de microparticulas de quitosano
entrecruzado con glutaraldehido como superficies para la adsorcion del ADN, vy,
gue tiene como principal objetivo en un futuro ser aplicado para el diagndstico
de enfermedades infecciosas a partir de muestras no invasivas como es la

orina.

El quitosano es un polimero de naturaleza pH-dependiente, de facil obtencion y
bajo costo de produccién, que ha sido empleado para el reparto de genes y
drogas por su biocompatibilidad y biodegradabilidad (Choi, Nam & Nah, 2016).
En adicién, el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas permite la
formacion de una red porosa estable en un amplio rango de pH’s, como el
observado en muestras de orina (Berger et al., 2004). En este estudio las
atractivas cualidades del polimero natural y modificado fueron aprovechadas
para la creacion de un método de aislamiento de ADN con quitosano
entrecruzado en un medio acuoso artificial, con el principal objetivo de ser
empleado para muestras de orina. La eleccion de la orina como medio para la
evaluacion de las microparticulas de quitosano entrecruzado se debié a que
esta es una muestra bastante atractiva en el campo del diagnéstico molecular
de enfermedades ya que no es invasiva, y es facil de obtener y manipular. No
obstante, la baja concentracion de ADN y la presencia de moléculas de
desecho capaces de inhibir el PCR limitan su empleo como fuente para el
aislamiento de ADN (Su et al., 2004 b; Khan, Kangro, Coates & Heath, 1991),
lo cual hace necesaria la implementacion de un método que permitiera capturar
y concentrar el ADN presente en esta muestra, como se logré en el presente

estudio con el quitosano entrecruzado al 1%.

Si bien el objetivo principal del estudio era emplear quitosano entrecruzado
para el aislamiento de ADN a partir de muestras de orina, la estandarizacién
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del método se realiz6 inicialmente en un medio acuoso artificial (tampdn fosfato
salino) libre de moléculas contaminantes y DNasas, con el propésito de
diferenciar entre la inhibicion del qPCR vy la falta de amplificacion a
consecuencia de la degradacién del ADN o la falta de desorcion del ADN. El
uso de una secuencia blanco de ADN humano para la evaluacion de la
capacidad de adsorcion del quitosano es muy problematico debido a que la
carga de ADN humano en la orina es muy variable; la mejor alternativa para
realizar esta evaluacion por tanto fue el uso de una secuencia completamente
ajena al ADN humano, la cual en este caso estuvo dada por la secuencia del
gen de Arabidopsis thaliana insertada en un plasmido. El uso del plasmido
tiene muchas ventajas, una de ellas es la capacidad de producir copias
idénticas en cantidades adecuadas para el uso en este tipo de estudios.
Finalmente la secuencia blanco (de A. thaliana) permiti6 evaluar en forma
directa la capacidad de adsorcién/desorcion del ADN sin la interferencia del

ADN presente en la orina.

Durante la evaluacion del pH y grado de entrecruzamiento del quitosano, no
hubo amplificacion en los sobrenadantes obtenidos después de la interaccion
del ADN con el quitosano entrecruzado, lo cual sugeriria que las
microparticulas de quitosano entrecruzado capturan todo el ADN presente en el
medio, y ,a la vez, que no hay diferencias con respecto a la capacidad de
adsorcion entre los pH’s y quitosano con diferentes grados de entrecruzamiento
evaluados; sin embargo, los resultados obtenidos con el ADN extraido
mediante fenol-cloroformo a partir de las microparticulas adsorbidas mostraron
que si hay diferencias entre los pH’s y grados de entrecruzamiento evaluados.
Lo que nos indica que la desorcion del ADN de las microparticulas no es
completa y depende del grado de entrecruzamiento. Ademas, durante la
evaluacion de métodos de desorcion del ADN, se observo una mayor liberacion
de ADN a partir de las microparticulas pretratadas con soluciones basadas en
detergentes y agentes quelantes antes de la purificacion con fenol-cloroformo
en comparacion con las microparticulas tratadas directamente con fenol-

cloroformo (ver Figuras 15y 16), lo cual respalda la teoria planteada.

23



La capacidad de adsorcion del quitosano es influenciada por diversos factores,
el mas influyente sobre la adsorcion de moléculas biolégicas, drogas o aniones,
es el pH del medio circundante, ya que éste define la carga del polimero (Sato,
Ishii & Yoshio, 2001; Zhao et al, 2006). Como se ha sefialado, a un pH por
debajo del pKa de las aminas primarias del quitosano (aproximadamente 6.5)
posee carga positiva y puede establecer interacciones electrostaticas con el
esqueleto de fosfato del ADN (Riva et al.,, 2011; Chang & Goldsby, 2012).
Debido a que la mayor adsorcién de ADN por las microparticulas de quitosano
entrecruzado se observd a un pH casi neutro (6.9), se puede sugerir que las
principales interacciones que dirigen la adsorcidon no son electrostaticas. Sin
embargo, se han reportado investigaciones en las que la formacion de
complejos quitosano-ADN se ve favorecida en medios casi nheutros,
especificamente 6.9, tal como se observo en este estudio (Sato, Ishii & Yoshio,
2001; Nimesh, Thibault, Lavertu & Buschmann, 2010; Zhao et al, 2006). Estos
estudios sefialan que el quitosano podia tener carga positiva ain por encima
del pKa de las aminas primarias, cuando la longitud de la cadena y el grado de

desacetilacion del quitosano eran suficientemente altos.

Adicionalmente, fue necesario evaluar si la modificacion del pH de la orina,
afectaba la capacidad de adsorcion del quitosano entrecruzado al 1%,
hallandose que influia en la adsorcion de ADN por las microparticulas,
favoreciendo su captura, lo cual podria sugerir que la adicién de hidrogeniones
mediante la acidificacién del medio puede potenciar la capacidad de adsorcion
del quitosano entrecruzado al 1% observada en tampon fosfato, a través de la
protonacion de un mayor numero de aminas primarias en la cadena de
quitosano para su interaccion con el esqueleto de fosfato del ADN. No
obstante, la acidificacion del medio hasta pH 5 contribuye a una menor
adsorcion de ADN. Esto sugiere que el balance entre el porcentaje de aminas
primarias protonadas y no protonadas en el medio a pH 5 podria afectar la
capacidad de adsorcion del quitosano entrecruzado. Por otro lado, se creyo
conveniente evaluar si el pH 6ptimo para la adsorcion de ADN era el mismo
que en tampon fosfato salino debido a que si la acidificacion del medio influia

en la capacidad de adsorcion del quitosano entrecruzado, el valor de pH que
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favorecia la mayor adsorcion de ADN en medio artificial podia ser diferente en
orina. A diferencia de lo observado en tampén fosfato salino, no hubo un pH
optimo para la adsorcion de ADN. Sin embargo, el pH que favorecia la mayor
adsorcion de ADN en tampdn fosfato salino estaba dentro de los valores de pH
en los que se observd una mayor adsorciéon de ADN en orina, por lo cual se

continu6é empleando muestras de orina con pH’s cercanos a la neutralidad.

El efecto del pH sobre la capacidad de adsorcién del quitosano se da a través
del grado de desacetilacion y peso molecular. Como se ha sugerido, la
capacidad de adsorciéon del quitosano se incrementa con el grado de
desacetilacion y peso molecular del polimero (Lavertu, Méthot, Tran-Khanh &
Buschmann, 2006). Generalmente, la formacion de complejos quitosano-ADN
para el reparto de genes se desarrolla con quitosanos de un grado de
desacetilacion por encima del 80% y peso molecular entre 10 y 50 kDa
idealmente (Akbuga, Ozbas-Turan & Ekentok, 2016; Sato, Ishii & Yoshio,
2001). Si bien el grado de desacetilacion y peso molecular del quitosano
utilizado para la obtencion de las microparticulas empleadas en este estudio
estuvo fuera de los valores idelaes para el reparto de genes, la combinacion de
ambos permiti6 mayor adsorcion de ADN a un pH casi neutro, lo cual sugiere
que las interacciones electrostaticas contribuyen en la formaciéon de los
complejos quitosano entrecruzado-ADN, no obstante, no son las principales.
Ademas, la modificacion del quitosano mediante el entrecruzamiento de las
cadenas poliméricas, adiciona un factor con efecto sobre la capacidad de
adsorcion del quitosano entrecruzado a través de la densidad de carga del
quitosano y el tamafo de los poros de la red: el grado de entrecruzamiento
(Mahaninia & Wilson, 2015). Durante el entrecruzamiento covalente de las
cadenas poliméricas, las aminas primarias en las unidades de glucosamina del
quitosano son imposibilitadas para protonarse en medios acidos (Berger et al.,
2004); sin embargo, las aminas de los quitosanos que no se entrecruzaron
pueden interactuar iGnicamente con los grupos fosfato del ADN. A partir de lo
mencionado, se puede deducir que cuanto mayor es el grado de
entrecruzamiento la densidad de grupos cargados que pueden formar este tipo

de enlaces con el ADN es menor, por lo tanto, es de esperarse que el
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guitosano con menor grado de entrecruzamiento posea la mayor capacidad de
adsorcion, tal como se observé en este estudio con las microparticulas de
quitosano entrecruzado al 1% (ver Figura 12). Adicionalmente, un menor grado
de entrecruzamiento permite la formacion de poros mas grandes que facilitan la
difusion del ADN (Mahaninia & Wilson, 2015). No obstante, en estudios en los
que se ha empleado quitosano entrecruzado para la captura de aniones
fosfato, se sugirido que las principales fuerzas que dirigen la adsorcion de ADN
son fisicas (Berger et al., 2004). EI mecanismo mediante el cual el quitosano
entrecruzado empleado en este estudio captura el ADN es desconocido, sin
embargo, se postula que podria actuar a través de adsorcion iénica, fisica y
difusion, simultaneamente. En adicion, la dificultad para liberar el ADN
capturado por las microparticulas de quitosano entrecruzado, podria sugerir
que el ADN queda atrapado dentro de las particulas luego de su difusién a
través de los poros de la red de quitosano entrecruzado, y, que por variaciones
en el pH del medio, el diametro de los poros se acorta, dificultando la salida del
ADN, o, que los complejos ADN-quitosano entrecruzado se forman
principalmente a través de enlaces muy dificiles de romper como los covalentes
(Chang & Goldsby, 2012).

No existen publicaciones previas en las que se evalle el efecto del grado de
entrecruzamiento del quitosano sobre la adsorcién de &cidos nucleicos; sin
embargo, existen publicaciones que indican que el grado de entrecruzamiento
es importante para la carga de drogas y moléculas anionicas, siendo mayor la
densidad de moléculas cargadas, cuanto menor es el grado de
entrecruzamiento (Nayak et al, 2009; Ofokansi, Kenechukwu, Isah & Okigbo,
2013; Gupta & Jabrail, 2006; Mahaninia & Wilson, 2015). En el 2015, por
ejemplo, Mahaninia & Wilson, documentaron que la adsorcién de di-aniones
fosfato fue mayor con quitosanos con un grado de entrecruzamiento de 2.5%
en comparacion con 5% (Mahaninia & Wilson, 2015). Es importante mencionar
que los resultados observados con quitosano de diferentes grados de
entrecruzamiento empleados en este estudio s6lo sugieren que un mayor grado
de entrecruzamiento disminuye la capacidad de adsorcion del ADN, sin

embargo no se observa una relacion inversamente proporcional (ver Figura 12).
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Ademaés del pH y grado de entrecruzamiento, se evaluaron factores adicionales
que no habian sido reportados en investigaciones similares, como la cantidad
de quitosano entrecruzado, el tiempo de contacto entre el quitosano
entrecruzado y el ADN, y el volumen de orina (inicialmente, PBS) para la
formacién de los complejos quitosano entrecruzado-ADN. Con respecto a la
cantidad de microparticulas, se emple6 la més alta ya que esta era la mas facil
de pesar. Por otro lado, se observd presencia de ADN en los sobrenadantes
Gnicamente con la menor cantidad de microparticulas evaluada, lo cual indica
que la densidad de microparticulas de quitosano entrecruzado presentes en
esta cantidad no posee la suficiente fuerza de adsorcion para captar todo el

ADN presente en el medio.

Otro de los factores que no tuvo efecto sobre la cantidad de ADN adsorbido por
las microparticulas de quitosano entrecruzado fue el tiempo de contacto, por lo
cual éste se establecié en el menor tiempo evaluado con el propdsito de acortar
la duracién del procedimiento. No se han evidenciado publicaciones previas en
las que se evalle este factor sobre la adsorcion de ADN por matrices de
quitosano entrecruzado. Sin embargo, como reportaron Pandit et al., la
interaccion entre el quitosano entrecruzado con glutaraldehido y el ADN es
inmediata, por lo cual se pudieron haber evaluado tiempos de interaccion
menores a 30 minutos o incluso simplemente agitar la suspensién de
microparticulas conteniendo el ADN durante algunos segundos (Pandit,
Nanayakkara, Cao & Raghavan, 2015).

Debido a que uno de los futuros objetivos del estudio es implementar este
método para el aislamiento de ADN a partir de muestras de orina para el
diagndstico molecular de enfermedades infecciosas, hubiese sido
recomendable emplear un volumen de medio lo mas semejante al de una
muestra de orina comun (aproximadamente 50 ml), sin embargo, los resultados
mostraron que la capacidad de adsorcion de las microparticulas de quitosano
entrecruzado disminuye en un volumen igual a 50 ml. No obstante, estos
podrian estar influenciados por el proceso de centrifugacion, ya que la
velocidad no permiti6 la separacion de todo el quitosano entrecruzado
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conteniendo el ADN, quedando restos en las paredes del envase. Por otro lado,
no se observaron diferencias con respecto a la capacidad de adsorcion con 0.5;

5y 10 ml, por lo cual se continué empleando el volumen inicial (0.5 ml).

Un paso fundamental una vez que las microparticulas logran adsorber el ADN
del medio es que éste pueda ser liberado nuevamente en un medio adecuado
para su deteccidon mediante técnicas moleculares. La idea principal era liberar
el ADN después de concentrar las microparticulas por centrifugacion,
empleando un método simple, asi se evaluaron temperatura y sonicacion
empleando como tampdn de desorcion un tampon comercial (buffer de elucion
de QIlAgen). Debido a la ausencia de desorcion se probaron tampones
alcalinos de Tris - KCl a una concentracion de 10mMy pH de 8; 9y 10, parala
neutralizacion de las aminas cargadas en el quitosano. Seguidamente se
evaluo la adicion de una solucién de lisis de células sanguineas, el detergente
cationico CTAB y el agente quelante Chelex. Debido a que no hubo
amplificacion en los sobrenadantes obtenidos después de la aplicacion de los
diferentes métodos, se emple6 fenol-cloroformo para purificar el ADN liberado.
Estos resultados sugieren que las microparticulas de quitosano entrecruzado al
1% establecen interacciones de diversa naturaleza con el ADN, de tal forma
que este ultimo puede ser liberado de la microparticula solo a través de una

extraccion con fenol-cloroformo.

Los resultados obtenidos con las muestras de ADN extraidos a partir de las
microparticulas pretratadas con los diferentes métodos propuestos, mostraron
que el pretratamiento con CTAB incrementa la capacidad de desorcién de las
microparticulas de quitosano entrecruzado. EI CTAB es un detergente catidnico
empleado para el aislamiento de ADN a partir de organismos que producen
grandes cantidades de polisacaridos como plantas o algunas bacterias Gram-
negativas, por su capacidad para solubilizar la membrana celular y formar un
complejo con el ADN, permitiendo la precipitacion selectiva del mismo
mediante una disminucion de la concentracién de sales por debajo de 0.5 M
(Sambrook & Russell, 2001). Probablemente en nuestro caso tenga una

funcion similar incrementando asi la cantidad de ADN recuperado.
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La posibilidad de que la interaccion ADN-quitosano entrecruzado al 1% no es
principalmente de tipo i6nico se ve corroborada por el hecho de que la
desorcion del ADN no se ve afectada por los diferentes grados de alcalinidad
de los tampones de desorcion. De forma similar, la estabilidad del ADN
después de someter las microparticulas conteniendo ADN a ebullicion, sugiere
que las microparticulas forman porosidades que albergan el ADN protegiéndolo
del efecto de la temperatura como sugieren estudios previos en el que se
sometieron las matrices de quitosano para reparto de genes a temperaturas
extremas (Karni et al, 2013; Pandit, Nanayakkara, Cao & Raghavan, 2015.

Después de establecer las condiciones para la adsorcion y el método de
desorciéon del ADN en medio artificial, se realizaron ensayos con muestras de
orina. El método de desorcion establecido en tampdn fosfato salino, no permitié
la amplificacion cuando se empled orina como medio para la contaminacion
con plasmido. Este resultado se atribuyd a la inhibicion del qPCR por
sustancias contaminantes presentes en la orina, por lo que se opto por lavar las
microparticulas con soluciones basadas en detergentes, agentes quelantes,
tampdn fosfato salino o agua, antes de la purificacion del ADN con fenol-
cloroformo. Sin embargo, este paso tampoco permitio la amplificacion del ADN,
por lo que se optd por hervir las microparticulas en las soluciones de lavado,
observandose amplificacion cuando las microparticulas eran pretratradas
Unicamente con agua, EDTA, o solucion EDTA-SDS. Adicionalmente, se
observé que la capacidad de desorcién era mayor cuando las microparticulas
eran pretratadas con la solucion EDTA-SDS. Este resultado puede atribuirse a
la accion de la temperatura conjuntamente con el EDTA y SDS, mas no a la
accion individual de la temperatura sobre las interacciones ya que no se

observé amplificacién con dos de los métodos de desorcion (ver Figura 16).

Tanto el EDTA como el SDS son empleados para la lisis celular durante el
aislamiento de acidos nucleicos. El EDTA es un agente quelante, con habilidad
para capturar cationes divalentes (por ejemplo, Mg +2), inhibiendo la actividad
de nucleasas, mientras que el SDS es un detergente anidénico utilizado con
frecuencia para la ruptura de la membrana celular, por su capacidad para

desnaturalizar proteinas. (Khosravinia & Ramesha, 2007) (Brown & Audet,
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2008; Lodish et al., 2000). El pretratamiento de las microparticulas con EDTA y
SDS permiti6 la liberacion de una mayor cantidad de ADN, lo cual sugiere que
no solo eliminan moléculas presentes en la orina capaces de inhibir en PCR
sino que también afectan la interaccion entre el quitosano entrecruzado y el

ADN, por mecanismos aun no descritos para la interaccion ADN-quitosano.

El pretratamiento de las microparticulas resuspendidas en orina con
temperatura y una solucion de lavado, permitié evadir la inhibicion del gPCR
por sustancias contaminantes presentes en estas muestras, uno de los
principales problemas para su empleo como fuente biolégica para el
aislamiento de ADN. Sin embargo, el empleo de la orina para este propésito no
tiene como Unica limitante la inhibicibn del gPCR sino también la baja
concentracion de ADN presente, por lo cual se evalu6 la capacidad de
adsorcion 'y concentracion del quitosano con distintos grados de
entrecruzamiento, hallandose que so6lo las microparticulas de quitosano
entrecruzado al 1% son capaces de adsorber y concentrar el ADN presente en

el medio (ver Figura 18).

Junto con la evaluacién de la capacidad de concentracion, fue importante
determinar si las microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% lograban
capturar las cantidades de ADN presentes en una muestra de orina
independientemente de la salud del sujeto donante (40-200 ng/ml), con el
objetivo de que sean empleadas para el aislamiento de ADN a partir de esta
muestra (Su et al., 2004 b). Asi se hall6 que estas microparticulas tienen como
limite de captura 10* copias de plasmido (ver Figura 18). Considerando que en
el volumen de orina empleado para la estandarizacion del método de captura
de ADN con quitosano entrecruzado el rango teérico de plasmido en este
volumen seria de 10° a 107 copias (Thermo Fisher Scientific, s.f.), las
microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% son capaces de capturar
cantidades inferiores al rango de concentraciones de ADN en orina. Si bien el
quitosano entrecruzado al 5% también puede capturar cantidades de ADN
inferiores al rango de concentraciones mencionado, no es capaz de concentrar
el ADN presente en el medio, por lo cual no seria de utilidad para ser empleado
en muestras de orina (ver Figura 18).
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CONCLUSIONES

. Las microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% poseen la habilidad
de concentrar ADN plasmidico en muestras de orina.

. La mayor adsorcibn de ADN por las microparticulas de quitosano
entrecruzado se observa a pH 6.9.

. La modificacién del pH de la orina hacia un pH cercano al de 6.9 influye
en la capacidad de adsorcion de ADN plasmidico, favoreciendo su
captura.

. Las microparticulas de quitosano con menor grado de entrecruzamiento
(1%) poseen la mayor capacidad de adsorcién/desorcion de ADN
plasmidico.

. El tratamiento de las microparticulas conteniendo el ADN adsorbido con
fenol-cloroformo permitié la desorcién del ADN tanto en medio artificial
como en orina.

. Las microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% pueden capturar
un nimero minimo de copias de plasmido igual a 10* en muestras de

orina.
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RECOMENDACIONES

Hallar un medio para suspender las microparticulas de quitosano
entrecruzado, con el propésito de evaluar concentraciones de
guitosano entrecruzado en medio acuoso mediante diluciones seriadas
desde un stock alto y evitar la dificultad e inexactitud del pesaje.
Evaluar tiempos de contacto menores con el objetivo de acortar el
procedimiento de aislamiento de ADN con microparticulas de
quitosano entrecruzado.

Estandarizar el método con un volumen de orina lo mas parecido al de
una muestra comun (aproximadamente 50 ml).

Evaluar métodos de desorcién de menor duracién y mayor simplicidad
con el propésito de hacer mas atractivo el método de aislamiento con
ADN con microparticulas de quitosano entrecruzado.

Evaluar métodos de desorcidn para las microparticulas de quitosano
entrecruzado al 5 y 10%, al igual que como se realizé con las
microparticulas de quitosano entrecruzado al 1%.

Evaluar la capacidad de adsorcion de ADN gendmico de las
microparticulas de quitosano entrecruzado.

Considerar el uso del plasmido pZErO - 2 como control interno de la
extraccion de ADN cuando se aplique esta técnica con microparticulas
de quitosano en el diagnéstico en muestras de orina.

Evaluar el uso de tampdn de alta concentracion a fin de asegurar que

todas las muestras de orina alcancen un pH equivalente a 6.9.
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ANEXOS

Anexo 1

Protocolo de extraccion con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1).

Se afadieron 500 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) a

500 ul de las microparticulas en PBS.

Se mezclé con un agitador tipo voértex y se realizd un paso de

centrifugacion a 20 000 g durante 5 minutos.

Un total de 400 ul de la fase superior fueron transferidos a un tubo con

400 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).

Se mezclé manualmente y se realizd otro paso de centrifugacion a 20

000 g durante 5 minutos.

Se transfirieron 300 ul de la fase superior a un tubo con 30 ul de acetato

de sodio (3 M) y 1 ml de etanol absoluto, para la precipitacion del ADN.

Se coloc6 a — 70 °C durante 1 hora.

Se realiz6 un paso de centrifugacion a 20 000 durante media hora.

El sobrenadante fue eliminado manualmente.

Se agregd 1 ml de etanol al 70% para lavar el ADN que precipito en el

fondo del tubo.

10) Se realiz6é un paso de centrifugacion a 20 000 durante 5 minutos.

11) Los pasos 8-10 fueron repetidos 3 veces.

12) El sobrenadante fue eliminado manualmente.

13) El ADN fue resuspendido en 100 ul de tampén AE (Qiagen, Alemania).
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Anexo 2

Constancia de aprobacion del Comité Institucional de Etica

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Vicerrectorado de Investigacion
Direccion Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologia (DUICT)

constancia 139 0s- 16

El Miembro del Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia hace
constar que el proyecto de investigacién sefialado a continuacién fue APROBADO por el Comité de Etica,
bajo la categoria de revisién EXPEDITA. La aprobacién sera ratificada en la sesion del comité mas proxima
a la fecha de emision de este documento.

Titulo del Proyecto : “Aplicacién de particulas de quitosano para el aislamiento in vitro de
ADN en orina.”
Cédigo de inscripcion : 64093
Investigador principal : Pando Caciano, Alejandra
La aprobacién incluyé los documentos finales descritos a continuacion:
1. Protocolo de investigacion, versidn recibida en fecha 31 de marzo del 2016.

2. Consentimiento informado, version recibida en fecha 31 de marzo del 2016.

La APROBACION considera el cumplimiento de los estdndares de la Universidad, los lineamientos
Cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacion del equipo investigador y la Confidencialidad
de los datos, entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad deberd ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportaré cada seis meses el progreso del estudio y alcanzaré un informe al
término de éste. La aprobacidn tiene vigencia desde la emisidn del presente documento hasta el 05 de
abril del 2017.

Si aplica, los trdmites para su renovacién deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a su vencimiento.

Lima, 06 de abril del 2016.

Gl

Dra. Frine Samalvides Cuba
Presidenta
Comité Institucional de Etica en Investigacion

/ ,iﬁr/
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Anexo 3

Consentimiento informado para la obtencion de muestras de orina

Consentimiento para participar en un estudio de investigacién
-ADULTOS -
Instituciones : Universidad Cayetano Heredia— UPCH
Investigadores  : Alejandra Pando, Helana Jahuira, Holger Mayta
Titulo : Aplicacién de particulas de quitosano para cl aislamiento in vitro de ADN en orina.

Propésito del Estudio:

Lo estamos invitando a participar en un estudio llamado: “Aplicacion de particulas de quitosano para el
aislamiento in vitro de ADN en orina”. Este es un estudio desarrollado por investigadores de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia que tiene como objetivo disefiar un novedoso método de
aislamiento de ADN en orina. Su participacién abarcara unicamente lo que dure la toma de las muestras
que se piden a continuacion.

Procedimientos:

Si usted acepta participar en este estudio se le hard el siguienteexamen: .

a. El participante donard una muestra de orina equivalente a aproximadamente una taza. Para este
propdsito el participante recibira un frasco de 50 mililitros.

Riesgos:
La recoleccién de una muestra de orina no posee riesgo alguno.

Beneficios:
No existen beneficios para el participante. Sin embargo, el estudio permitira desarrollar una novedosa
técnica molecular.

Costos e incentivos
Usted no debera pagar nada por participar en el estudio.lgualmente, no recibird ninglin incentivo
econdémico ni de otra indole.

Confidencialidad:

Se colocara un nimero a la muestra Gnicamente para diferenciar que pertenece a un participante distinto.
Se realizaran pruebas moleculares a partir de ADN foraneo agregado a la orina, mds no a partir de ADN
humano encontrado en la orina.

Uso futuro de la informacién obtenida:
Las muestras no seran utilizadas en futuras investigaciones. Una vez utilizadas las muestras serdn
desechadas.

Derechos del participante:
Si usted decide participar en el estudio, puede retirarse de ¢ste en cualquier momento, o no participar en
una parte del estudio sin perjuicio alguno.

Si usted tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que ha sido tratado injustamente
puede contactar al Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, teléfono
01- 319000 anexo 2271, Presidente: Doctora Frine Samalvides, o, al investigador principal, Alejandra
Pando. teléfono 955364055.

CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo que cosas me van a pasar si participo en el
proyecto, también entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme del estudio en
cualquier momento sin perjuicio alguno.

Participante Fecha
Nombre:
DNI:

Investigador Fecha

Nombre:
DNI:

APROBADO
r arnosacion D6/04 /2016
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Figura 1. Estructura quimica de la quitinay el quitosano.
El quitosano (der) se obtiene por desacetilacion de la quitina (izq).

36



100000010

Figura 2. Origen del ADN trans-renal o extracelular en orina.

En rojo: la circulacion; en plomo: el sistema urinario; en amarillo: la
orina. Las flechas indican el recorrido de las secuencias de ADN,
representadas por lineas negras.
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Figura 3. Proceso de entrecruzamiento del quitosano tratado con glutaraldehido.
La flecha indica que el quitosano (arriba) va a ser tratado con glutaraldehido. El
entrecruzamiento de las cadenas resulta en la formacion de una red de quitosano
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pPZErO™-2

3.3 kb

Figura 4. Estructura del plasmido pZErO-2.
La flecha indica el sitio donde se insert6 la secuencia de la proteina TIP 5: 1 de
A.thaliana.
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Quitosano entrecruzado
(MQE 1%,5% y 10%)

/

Tampén fosfato salino
con ADN (50 ng)

/

Evaluacion factores que afectan la
adsorcion

4

N\

Orina con ADN:
e 50 ng : modificacién de pH - métodos de desorcion
e 109-10°5 copias ADN: capacidad de concentracion

/Y

Evaluacién de otros métodos de

desorcion

pH del medio (5.0; 6.0y
6.9)

(CTAB, BLE, Chelex 10%)

Evaluaciéon de métodos de desorcion

Cantidad MQE (mg)
(1.0; 1.5; 2.0; 2.5y 3.0)

Grado de
entrecruzamiento del
quitosano (1%,5% y 10%)

Determinaciéon MQE
con mejor capacidad
de adsorcién

Efecto de la modificacion del pH
Evaluacién de la capacidad de
concentracion

Evaluacion factores
adicionales en tampon
fosfato salino

v

e Tiempo de contacto

(min) ( 30;60;90 y 120)

¢ Volumen de muestra

(ml) (0.5; 5.0; 10.0 y 50.0)

Figura 5. Esquema general de trabajo para el establecimiento del protocolo de aislamiento de ADN con
microparticulas de quitosano entrecruzado.

40




Tabla 1. Parametros y valores evaluados para la adsorcién de ADN

en medio acuoso

Parametros evaluados Valores evaluados
pH del medio 5.0; 6.0y 6.9.
Cantidad de microparticulas (mg) | 1.0; 1.5; 2.0; 2.5y 3.
Tiempo de contacto (min) 30; 60; 90y 120.
Volumen de muestra (ml) 0.5; 5.0; 10y 50.
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Tabla 2. Métodos evaluados para la desorcion de ADN en medio acuoso

Método Valores o agentes evaluados
Sonicacién 5; 10 y 15 min.
Temperatura 60; 80y 100 °C

Adicion de tampones alcalinos

Tampones Tris-KCI pH 8; 9y 10.

Otros tampones

Tampon CTAB (Tris-HCI 10 mM pH 8, NaCl 1.4 M,
EDTA 20 mM, CTAB al 2%, PVP40 al 2%, B-
mercaptoetanol al 0.2%)

Tampon de lisis de eritrocitos — 10% SDS (Tris-HCI
10 mM pH 7.6, MgCl, 5 mM, NaCl 10 mM, 10%

SDS).

Chelex

Chelex al 10% en tampdn Tris 10 mM- EDTA 1 mM.
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Figura 6. Curva estandar construida con el nimero de copias de plasmido y
valores de Cqg correspondientes.

El limite de deteccion de la curva estandar fue de 10 copias de plasmido. No se
observd amplificacion debajo de 1 copia de plasmido.
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Figura 7. Efecto del pH del medio sobre la cantidad de ADN capturado.

**: Kruskal-Wallis entre pares de grupos 5.0 y 6.9 (p = 0.0017); y grupos 6.0 y 6.9
(p=0.0003)
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Figura 8. Efecto del pH del medio sobre la cantidad de ADN liberado en el sobrenadante.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal- Wallis, p = 0.4587).
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Figura 9. Efecto de la cantidad de microparticulas sobre la cantidad de ADN capturado.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, p = 0.9075).
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Figura 10. Efecto de la cantidad de microparticulas sobre la cantidad de ADN liberado en el sobrenadante.

No hubo amplificacion con 3 mg. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal- Wallis, p
= 0.3022).

47



8— °
|
o
S - *
O —
(@]
o |
) T
1
*k
o |
R =
[ ]
0 |
—
1 5 10

Grado de entrecruzamiento (%)
Figura 11. Efecto del grado de entrecruzamiento sobre la cantidad de ADN capturado.

**: Kruskal-Wallis entre pares de grupos 1% y 5% (p = 0.0001); grupos 1% y 10% (p=0.0001);
y grupos 5% y 10% (p = 0.01)
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Figura 12. Efecto del grado de entrecruzamiento del quitosano sobre la cantidad de
ADN liberado en el sobrenadante.

No hubo amplificacion con las microparticulas de quitosano entrecruzado al 10%. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal- Wallis, p = 0.0641).
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Figura 13. Efecto del tiempo de contacto entre la microparticula de quitosano
entrecruzado al 1% y el ADN sobre la cantidad de ADN capturado.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, p=0.7325)
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Figura 14. Efecto del volumen de muestra sobre la cantidad de ADN capturado.
**. Kruskal-Wallis entre pares de grupos 0.5 y 50.0 (p = 0.0039), grupos 5.0 y 50.0
(p=0.0039); y grupos 10.0 y 50.0 (p = 0.039).
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Método de desorcién

Figura 15. Determinacion del método de desorciéon del ADN en PBS.

A = 60 °C de temperatura; B = 80°C de temperatura; C=100°C de temperatura; D=5 min de
sonicacion.; E= 10 min de sonicacion.; F= 15 min de sonicacion.; G= Tampdn de lisis mas
SDS al 10%; G= Tampon CTAB; I= Chelex al 10%; J= Fenol-cloroformo (tubo control). **:
Kruskal-Wallis entre pares de grupos: Ay H (p=0.02); By H (p=0.02); Cy H (p=0.02); D y H
(p=0.1489); E y H (p=0.02); F y H (p=0.02); G y H (p=0.02); | y H (p=0.02); J y H (p=0.02).

52



30
|

25

Cq
20
|

15
°

-

10

C D
Método de desorcion

Figura 16. Determinacion del método de desorcién del ADN en orina.

A= agua; B= PBS; C=EDTA; D= EDTA - SDS; E= TE - SDS; F= Fenol-cloroformo (tubo
control). Después de la adicién del agua, PBS, EDTA, EDTA - SDS y TE - SDS, se hirvieron
las microparticulas con el ADN, y finalmente, este fue purificado con fenol-cloroformo. * :
Kruskal-Wallis entre pares de grupos: Dy A (p = 0.0495); grupos D y B (p = 0.0495); Dy C
(p =0.0495); grupos Dy E (p = 0.0495); Dy F (p = 0.0495).
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Figura 17. Efecto de la modificacion del pH de la orina sobre la adsorcién de ADN por microparticulas de
guitosano entrecruzado al 1%.

Orina ** ; Kruskal — Wallis entre pares de grupos 5.0y 6.0 ( p = 0.0209); 5.0 y 6.9 (p = 0.0209). pH 5.0 ** Kruskal —
Walllis entre pares de grupos PBS y orina ( p = 0.0833 ) ; pH 6.0 ** Kruskal — Wallis entre pares de grupos PBS y
orina ( p = 0.0209) ; pH 6.9 ** Kruskal — Wallis entre pares de grupos PBS y orina ( p = 0.0209).
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Figura 18. Evaluacién de la capacidad de concentracion de las microparticulas de quitosano entrecruzado en orina.

Numero de copias de plasmido afadidas a la orina: a) 1; b) 2; ¢) 3; d) 4 y e) 5. MQE: Microparticulas de quitosano entrecruzado; MQE 1%:
Microparticulas de quitosano entrecruzado al 1% y MQE 5%: Microparticulas de quitosano entrecruzado al 5%. No se observé amplificacion
en a, b y c con las microparticulas de quitosano entrecruzado al 5% y los tubos controles sin microparticulas (Cqg’s > 40). No se muestran los
resultados obtenidos con las microparticulas de quitosano entrecruzado al 10% ya que no se observd amplificacion con ninguna de las
cantidades de plasmido afiadidos (Cq’s > 40). ** : Kruskal Wallis entre pares de grupos, a) MQE 1% y control sin MQE (p = 0.0547), MQE1%
y MQE5% (p=0.0547); b) MQE 1% y control sin MQE (p = 0.039), MQE1% y MQE5% (p=0.039); ¢) MQE 1% y control sin MQE (p = 0.039),
MQE1% y MQE5% (p=0.039); d) MQE 1% y control sin MQE (p = 0.039), MQE 5% y control sin MQE (p=0.039), MQE1% y MQE5%
(p=0.039); e) MOE 1% vy control sin MOE (p = 0.039), MOE 5% y control sin MOE (p=0.039), MOE1% y MOQE5% (p=0.039).
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