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RESUMEN

Para la tipificacion de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con el método de cebador especifico de secuencia
(SSP), se necesitan entre 3 y 6 ug de acido desoxirribonucleico (ADN) de elevada
pureza. Se realizé un estudio en el Centro de Ingenieria Celular y Trasplante de
Organos y Tejidos del Instituto de Hematologia e Inmunologia, para determinar las
condiciones y las muestras 6ptimas para la realizacidon de esta prueba. El ADN se
extrajo de muestras de sangre fresca y de sangre total y capa leucocitaria
almacenadas en congelacién, asi como de sangre coagulada y plasma de 15
voluntarios, y de una suspensién de linfocitos. Se utilizdé un extractor "QIAcube” y el
sistema “QIAamp DNA Blood Mini”. La concentracién y pureza del ADN se
determinaron mediante un espectrofotdmetro de microgotas “EPOCH” con software
“Gen 5”. A partir de 200 UL de sangre total y de capa leucocitaria se obtuvieron
como promedio 5,8 y 22,4 ug de ADN, respectivamente; sobrepasando siempre los
3 ug. El 100 % de las muestras de plasma y el 6,6 % de sangre coagulada
proporcionaron menos de 3 pg. De una suspension de 30 x 10° linfocitos se
obtuvieron 40 ug. La razén A260/A280 estuvo siempre entre 1,7 y 2. La sangre
total y la capa leucocitaria, tanto frescas como congeladas, rindieron en todos los
casos una cantidad éptima de ADN, no asi el plasma y la sangre coagulada. La
mayor cantidad de ADN se extrajo de una suspensidn de linfocitos. Todos los
eluatos tuvieron adecuada pureza independientemente del tipo de muestra.

Palabras clave: antigenos HLA, complejo principal de histocompatibilidad,
trasplante de drganos, extraccién de ADN.
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ABSTRACT

For typing the Human Leukocyte Antigens (HLA) by Polymerase Chain Reaction
using the Specific Sequence Primer (SSP) method, between 3 and 6 ug of high
pureness Deoxyribonucleic Acid (DNA) are needed. In order to establish the best
conditions for DNA extraction, as well as the optimal samples, an investigation was
carried out in the Center for Cellular Engineering and Organs and Tissues
Transplantations in Havana, Cuba. DNA was extracted from fresh and frozen
samples of blood, buffy coat, coagulated blood and plasma from 15 volunteers and
also extracted from a lymphocyte suspension. A “"QIAcube” extractor anda Kit
“QIAamp DNA Blood Mini” were used. The DNA concentration and pureness was
measured by an "EPOCH"” microdot spectrophotometer running "Gen 5” software.
From 200 pL of blood or buffy coat means of 5.8 and 22.4 ug of DNA, respectively,
were obtained and in all cases the amount of DNA was over 3 ug. One hundred
percent of plasma samples and the 6.6 % of coagulated blood samples yielded less
than 3 pg of DNA. Forty ug of DNA were extracted from a cell suspension
containing 30 x 108 lymphocytes. The A260/A280 ratio was between 1.7 and 2 in
all eluates. The fresh or frozen blood and buffy coat yielded an optimum amount of
DNA in the experiments, but not in plasma nor in coagulated blood. The highest
amount of DNA was extracted from a lymphocyte suspension. All eluates were of
fine pureness.

Keywords: HLA antigens, major histocompatibility complex, organ transplantation,
DNA extraction.

INTRODUCCION

En la década del 50 del siglo xx se descubrié que las diferencias entre el donante y
el receptor en cuanto a los productos del complejo principal de histocompatibilidad
(CPH), las moléculas HLA (del inglés: human leukocyte antigens), determinaban la
aceptacion de los trasplantes.!?

Veinte afios después se establecieron las técnicas seroldgicas para la tipificacién de
los antigenos HLA en las membranas de las células nucleadas®* y posteriormente,
con el advenimiento de la biologia molecular, fue posible la tipificacion de los genes
del CPH que se localizan en el brazo corto del cromosoma 6.>

La introduccién de las técnicas moleculares provocaron un impacto en el mundo
cientifico y especificamente en el estudio del CPH, porque permitieron detectar un
polimorfismo mayor que el descrito por medio de la serologia, creando una
revolucidn en el campo del trasplante, en el diagnédstico de ciertas enfermedades y
en otras aplicaciones basicas.®”

Los primeros 300 trasplantes renales que se realizaron en Cuba desde 1970 se
ejecutaron teniendo en cuenta solamente los grupos sanguineos y paulatinamente
se fueron introduciendo en el pais las técnicas de histocompatibilidad.®°® En 2013,
cuando se hizo accesible la tipificacion molecular HLA para la totalidad de los
receptores, se requirid procesar casi 1 000 muestras procedentes de 49 centros de
dialisis de todo el pais.1®
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Para la tipificacion HLA por medio de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR,
del inglés: polymerase chain reaction) a través de la metodologia de cebador
especifico de secuencia (SSP, specific sequence primer), se necesitan entre 3y 6
Hg de acido desoxirribonucleico (ADN) de elevada pureza, para que los resultados
sean aceptables.11/12

Se realizé una investigacion con el objetivo de determinar las condiciones y las
muestras optimas para la obtencion del ADN para la tipificacion molecular del
sistema HLA por técnicas de PCR-SSP.

METODOS

El estudio se realizd en el Centro de Ingenieria Celular y Trasplante de Organos y
Tejidos (CICEL) del Instituto de Hematologia e Inmunologia de La Habana, Cuba,
en el periodo comprendido entre octubre y diciembre de 2012.

Se utilizaron muestras frescas y almacenadas en congelacion a -20 °C, de sangre
total y de capa leucocitaria, asi como de sangre coagulada y plasma de 15
voluntarios; y de una suspension Unica de 30 x 10° linfocitos extraidos por
perfusion de un ganglio linfatico. El proceso de congelacién y descongelacion de las
muestras de realizd una sola vez, con un tiempo promedio de almacenamiento de
un mes.

Para la extraccion de ADN se utilizd un extractor automatico “QIAcube” con el
sistema “QIAamp DNA Blood Mini” segun el protocolo de trabajo especificado por el
fabricante para un volumen de elusion y de muestras de 200 pL.13

La concentracién y pureza del ADN se determinaron por el método espectofotométrico
con un monocromador de microgotas "EPOCH"” y calculadas mediante el software
“Gen 5”. Se considerd que la concentracion era adecuada cuando en 200 L se
obtuvieron entre 3 y 6 ug de ADN. La pureza se evalud de aceptable cuando la
relacion A260/A280 estuvo entre 1,7 y 2.1213

En toda la investigacion se respetaron los principios éticos relacionados con las
investigaciones médicas terapéuticas.'41>

RESULTADOS

A partir de 200 L de sangre total y de capa leucocitaria frescas se obtuvieron,
como promedio, 5,8 y 22,4 ug de ADN, respectivamente. Cuando las mismas
muestras se procesaron luego de haber sido almacenas en congelacién, el
recobrado de ADN fue de 5,0 y 23,6 pg. Estos cuatro tipos de muestras tuvieron un
rendimiento superior a los 3 pg de ADN en todos los casos (Figura).
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Tipo de Muestra

Fig. Cantidad de ADMN segun tipo de muestra.

De la sangre coagulada y el plasma se extrajeron, como promedio, 3,8 y 0,4 ug de
ADN, respectivamente. De una de las muestras de sangre coagulada y de la
totalidad de las de plasma se obtuvieron menos de 3 ug. El rendimiento de ADN de
una suspensién Unica de 30 x 10° linfocitos en 200 uL fue de 40 ug (Fig.).

El indice de pureza estuvo entre 1,7 y 2 en todos los eluatos, independientemente
del tipo de muestra.

DISCUSION

De acuerdo con las especificaciones del fabricante del sistema de extraccién, el
rendimiento de ADN gendmico depende del tipo y del nimero de células presentes
en la muestra. A partir de 200 pL de sangre total deberian obtenerse entre 4 y 12 ug,!3
lo cual se corrobord en la presente investigacion con un recobrado promedio dentro
del rango mencionado.

A partir de igual volumen de capa leucocitaria se esperaba recuperar entre 25 y 50 ug
de ADN, aproximadamente, de 5 a 10 veces la cantidad equivalente a cuando se
parte de sangre total;!3 sin embargo, el promedio experimental fue ligeramente
inferior. Ademas, las cantidades de ADN obtenido oscilaron en un amplio rango a
diferencia de las de sangre total. Este resultado pudo deberse a que en la obtencién
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de dicha capa leucocitaria influye el factor humano que introduce variabilidad en el
numero de células que se toman al inicio del proceso.

Al analizarse los recobrados de los ADN que se obtuvieron a partir de las muestras
de capa leucocitaria, el 73 % estuvo por debajo de los 25 pg que reporta el fabricante
del sistema de extraccion; sin embargo, en todos los casos se sobrepasé la cantidad
minima necesaria que requiere la técnica de tipificacion HLA por PCR-SSP.11:12

El almacenamiento en congelacién no afectd el recobrado del ADN. Este hallazgo
experimental seria de suma importancia para establecer la dindmica de trabajo en
un laboratorio cuando el volumen de entrada de muestras sobrepase la capacidad
de tipificacion HLA.

El bajo rendimiento de las muestras de plasma coincide con los resultados de
Cotton y col, que reportaron valores entre 0,3 y 0,5 ug.'® Para aumentar el
recobrado en estos casos, el fabricante del sistema de extraccién recomienda fijar
voliumenes de elusion de 100 yL y partir de volimenes mayores de muestra,!3
solucion ésta, que requeriria de dos o mas réplicas y provocaria un incremento del
gasto de los reactivos.

En la mayoria de los experimentos la sangre coagulada rindié cantidades adecuadas
de ADN. Aunqgue es poco probable que se realice una tipificacion HLA por SSP
utilizando ADN extraido bajo estas condiciones, la presente investigacion demuestra
gue no habria que desechar muestras valiosas que hayan presentado estos
problemas técnicos en la fase preanalitica.

Los valores de la relacion A260/A280 se evaluaron como satisfactorios en todos los
eluatos, lo que demostré que el sistema y el protocolo de extraccidon utilizados
fueron adecuados para obtener ADN gendmico de una pureza adecuada en
cualesquiera de los tipos de muestra objeto de estudio.

En resumen, la mayor cantidad de ADN se obtuvo de la suspension de linfocitos de
ganglios linfaticos. Las muestras de sangre total y de capa leucocitaria, tanto
frescas como almacenadas a -20 °C, aportaron una cantidad éptima de ADN, no asi
el plasma y la sangre coagulada. En todas las muestras analizadas se obtuvo ADN
de adecuada pureza.
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