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RESUMEN

Introduccion: El papel Whatman FTA es
una alternativa para transportar y almacenar
diferentes tipos de muestras y optimizar
el tiempo, espacio de almacenamiento y
costos. Desde hace varios aflos se utiliza
este método de forma rutinaria y muchos
centros médicos almacenan muestras por
periodos de tiempo prolongados.
Objetivo: Determinar el efecto del tiempo
de almacenamiento de muestras de sangre
en papel Whatman sobre la concentracion
del ADN.

Materiales y métodos: Se utilizaron 110
muestras de sangre periférica que fueron
guardadas en papel filtro durante un periodo
de tiempo de uno a tres afios. Estas muestras
fueron guardadas como parte de programa
ECLAMC. La extraccion del ADN se rea-
liz6 por medio de resinas de intercambio
i6nico (Chelex-100®). Se verifico la ampli-
ficacion por medio de PCR. Se utiliz6 el gen
GAPDH. Por medio de espectrofotometria
utilizando el NanoDrop, se cuantifico cada
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una de las muestras evaluadas.

Resultados: El tiempo de almacenamiento
fue diferencial con un rango de 520 a 1135
dias. La concentracion de ADN presento
variabilidad desde 0.81ng/ul a 5.54ng/
uL. La relacion 260/280 oscilo desde
-5.22 hasta 14.17nm. La relacion 260/230
se present6 en un rango de 0.27 a 1.39nm.
Conclusion: La disminucion en la con-
centracion en la muestra de ADN (ug/ul)
representa un cambio negativo en el valor
esperado en el tiempo de almacenamiento.

Palabras clave: Deteccion de ADN en
sangre, degradacion de ADN, reaccion en
cadena de la polimerasa.

SUMMARY

Introduction: Whatman FTA is an al-
ternative to transport and store different
types of samples and optimizes the time,
storage space and costs. For many years
this method was used routinely and many
medical samples were stored for long pe-
riods of time.

Objective: To determine the effect of sto-
rage time of blood samples on Whatman
paper on the DNA concentration.
Materials and methods: One hundred and
ten peripheral blood samples on filter pa-
per were kept for a period of one to three
years. These samples were kept as part of

ECLAMC program. DNA extraction was
performed by means of ion exchange re-
sins (Chelex-100®). And verified by PCR
amplification of GAPDH gene. NanoDrop
quantified DNA on each samples.
Results: The storage time was differential
with a range of 520-1135 days. DNA con-
centration varies from0.8 Ing/ul to 5.54ng/
uL. The 260/280 ratio ranged from -5.22 to
14.17nm. The ratio 260/230 is provided in
arange from 0.27 to 1.39nm.
Conclusion: A decrease in concentration
in the sample of DNA (ug / uL) represents
a negative change in the expected value in
the storage time.

Key words: Dried blood spot testing, DNA
degradation, PCR technique, gene ampli-
fication.

INTRODUCCION

El papel Whatman se utiliza para trans-
portar y almacenar el acido desoxirribo-
nucleico (ADN) presente en las células en
volimenes bajos y a temperatura ambiente.
Estas caracteristicas permiten optimizar
el tiempo, el espacio de almacenamiento
y reducen los costos (1). Ademas, se ha
utilizado en el transporte de parasitos (2),
bacterias (3-5) y sangre animal (6-9). En
el contexto médico, esta técnica se ha
utilizado en la recoleccion de muestras de



sangre entera desde la década de 1960, lo
que permitio el inicio del cribado neonatal
para los trastornos metabolicos (10). El
uso ordinario de la sangre neonatal con-
siste en colocar unas gotas de sangre en
el papel, generalmente desde 3mm a 6mm
de diametro, los que posteriormente son
sometidos a analisis fisicos o bioquimicos
para identificacion de los metabolitos libe-
rados por inmersion en alcohol o agua (11).
Mas recientemente, manchas de sangre
seca se han utilizado para la deteccion de
rasgos heredables a nivel de la informacion
contenida en el ADN, usualmente aquellos
relacionados con la fibrosis quistica y las
talasemias (12), entre otros rasgos que se
ensayan facilmente por pruebas de PCR
(13). Por la amplia utilizacion del papel
Whatman como procedimiento de rutina
en muchos hospitales es posible contar con
una extensa cantidad de muestras almace-
nadas con un diferencial de tiempo desde
su obtencion y recoleccion. En este estudio
se determind el efecto que tiene almacenar
muestras de sangre en papel Whatman, por
un periodo de tiempo de uno a tres afos,
sobre la concentracion del ADN (ng/uL).

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de las Muestras

Se utilizaron 110 muestras de sangre perifé-
rica en papel filtro que fueron almacenadas
durante un periodo de tiempo de uno a tres
afios. Estas muestras fueron recolectadas
como parte del proyecto “genes involu-
crados en la ocurrencia de defectos por
disrupcion vascular en un hospital de tercer
nivel de la ciudad de Santiago de Cali (Va-
lle), 2006-2010”. Las muestras incluidas en
este estudio provienen de los nifios nacidos
en el Hospital Universitario del Valle en el
periodo de tiempo del 2007 al 2010. Esta
investigacion fue aprobada por el Comité
de Etica de la Universidad del Valle y se
consider6 sin ningln riesgo.

Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realizo por
medio de resinas de intercambio idnico
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(Chelex-100). Las muestras en papel filtro
fueron perforadas y se obtuvo un disco de
6mm de diametro que fueron introducidos
en un tubo Eppendorf estéril con 500ul de
agua destilada estéril. Posteriormente, se
adiciono6 200uL de Chelex-100 al 5% y se
realiz6 una primera incubacion del tubo por
90 minutos a 56° C. Finalmente, se volvid
a incubar a 99° C por 10 minutos.

Verificacion del ADN por el gen GAPDH

Después de realizar la extraccion del ADN
se verifico la amplificacion por medio de
PCR. Se utilizo el gen GAPDH, un gen
constitutivo que permite verificar las cua-
lidades del ADN y determinan si la mues-
tra es Optima para realizar el analisis por
PCR. Se utilizaron los siguientes pares de
cebadores: forward 5'-CCATGGAGAAG
GCTGGGG-3" y reverse 5S'-CAAAG-
TTGTCATGGATGACC-3" que generan
una banda de 300pb4. El termociclado se
realizd con las siguientes caracteristicas:
denaturacion por 1 minuto a 95° C, 35
ciclos con 45 segundos de denaturacion a
94°C, 45 segundos de anneling a 58°C y 60
segundos de extension a 72°C.

Cuantificacion del ADN

El proceso de cuantificacion se realizd
por medio de espectrofotometria. Con el
NanoDrop (espectrofotometro ND-1000)
se cuantifico cada una de las 110 muestras
evaluadas por triplicado y se determind
el valor promedio de la concentracion de
ADN de cada una de las muestras.

Analisis estadistico

El analisis de la informacion se realizd
a través del programa estadistico R (A
Language and Environment for Statistical
Computing). Las variables de estudio se re-
sumieron con las medidas de tendencia cen-
tral y de dispersion. Se realizaron graficos
de dispersion entre pares de variables para
observar el comportamiento de las dos va-
riables en conjunto. Se utilizo el coeficiente
de correlacion de Pearson para determinar
la asociacion entre las variables estudia-

das. Finalmente, se realizo un modelo de
regresion lineal multiple con el método de
seleccion de variables forward, donde la
variable tiempo de almacenamiento fue la
dependiente y la concentracion (ng/ul), la
relacion 260/280 y relacion 260/230 como
independientes. El nivel de significacion
utilizado fue del 0.05.

RESULTADOS

La distribucion del tiempo de almace-
namiento presentd un rango entre 520
a 1135 dias. La concentracion de ADN
mostrd una variabilidad representada en
un rango entre 0.81ng/ul a 5.54ng/ul.
La relacion 260/280, que permite cuali-
ficar que tantas proteinas tiene el ADN,
exhibid un rango de -5.22 hasta 14.17nm.
Para la relacion 260/230, que nos permite
cualificar la pureza del ADN, se calculd
un rango de variacion entre 0.27 a 1.39nm
(Tabla 1). El coeficiente de correlacion de
Pearson muestra que las variables tiempo
de almacenamiento en dias y concentra-
cion de ADN en ng/uL tienen correlacion
baja y negativa (r=-0,211). Al evaluar las
variables concentracion de ADN (ng/uL)
con la relacion 260/280 también presentan
correlacion baja y negativa (r=-0.125).
Las ultimas variables analizadas fueron
las relaciones 260/280 y 260/230 con una
correlacion casi nula y negativa (r=-0,043)
(Tabla 2). El modelo de regresion lineal
multiple se construy6 con las variables
tiempo de almacenamiento como variable
dependiente y la concentracién ng/ul,
relacion 260/280 y relacion 260/230 como
independientes, sin embargo, de acuer-
do al método de seleccion de variables
stepwise, lograron entrar al modelo las
variables concentracion ng/ul y relacion
260/230. Estas variables que ingresaron
al modelo resultaron significativas al nivel
de 0.05. El coeficiente de determinacion
del modelo fue de R2=0.325, es decir, que
las dos variables independientes permiten
explicar el 32.5% de la variacion del tiempo
de almacenamiento (Tabla 3). El nivel de
significacion para la entrada y salida de las
variables en el método de seleccion fue de
0.1y 0.05, respectivamente.
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De la tabla 3, se evidencia que por cada
unidad de cambio de la concentracion ng/
ul, ésta representa un cambio negativo en
el valor esperado en el tiempo de almace-
namiento de -28.545 (unidades en dias).
Asi mismo, por cada unidad de cambio en
la relacion 260/230 representa un cambio
de 196.031 (unidades en dias) en el tiempo
de almacenamiento. Por ultimo se realizo
la amplificacion de las muestras por PCR
al utilizar cebadores especificos para el
gen GADPH. El 83,5 por ciento de las
muestras amplificaron para el gen GAPDH
utilizando una PCR normal. Las muestras
amplificaron independiente del tiempo de
almacenamiento de la muestra. En este
caso si tuvieron un gran peso las relaciones
260/280y 260/230 que cualifican la calidad
del ADN en relacion con el proceso técnico
en si mismo (Figura 1).

DISCUSION

Las muestras guardadas en los hospitales
y que hacen parte de bancos de muestras
tienen gran variabilidad. Esa variabilidad
es producto de diferentes tiempos de alma-
cenamiento, fluctuacion en la temperatura,
técnica en la toma de muestras, procesa-
miento, almacenamiento y transporte (10).
Pese a ello, en este estudio no se evaltian
el efecto de todos los factores, y solo eva-
lué como el tiempo de almacenamiento
afecta la concentracion del ADN (ng/
ul) en muestras almacenadas entre 1 a 3
afios. La disminucién en la concentracion
en la muestra de ADN (ug/ul) representa
un cambio negativo en el valor esperado
en el tiempo de almacenamiento. Esto es
explicable, dado que el ADN aunque es
una molécula estable presenta una tasa de
degradacion (referencias). Se han reportado
que muestras sanguineas almacenadas a
temperaturas de -70° C durante al menos 2
meses produce ADN de menor peso mole-
cular. Este mismo fenémeno se aprecid en
muestras almacenadas a 23°C durante al
menos una semana (14). Para el ADN ais-
lado y almacenado seco hasta por 30 afios
se ha referenciado dificultad en el proceso
de disolucion y una alta probabilidad de
degradacion y fragmentacion (14).
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de las variables estudiadas

Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Tiempo de almacenamiento 520 1135 930.27 153.288
Concentracion de ADN (ng/ul) 0.81 5.54 3.3298 0.96024
R260/280 -5.22 14.17 2.0068 1.76074
R260/230 0.27 1.39 0.7606 0.19455

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables de estudio

(p-valor)
Tiempo de Concentracion
Almacenamiento de ADN (ng/ul) R Rt
Tiempo de 1 0211 (0.04)  -0.047 (0.65) 0.272 (0.01)"*
almacenamiento
Concentracion de
ADN (ng/ul) - 1 -0.125 (0.22)  -0.129 (0.21)
R260/280 - - 1 -0.043 (0.67)
R260/230 = - _ 1

*Significativo al 0.05, ** significativo al 0.01

Tabla 3. Estimacion del modelo de regresion lineal multiple

Coeficientes T p-valor
B Error tip.
Constante 876.209 84.576 10.360 0.000
ng/ul -28.545 14.475 -1.972 0.041
R260/230 196.031 77.107 2.542 0.013

Figura 1. Gel de agarosa al 1% donde se amplifican 3 muestras, un control positivo y un control
negativo. La tincion se realizé con Bromuro de Etidio. La banda principal amplifica a 300pb.



Uno de los factores que afecta y contri-
buye a la disminucion de las propiedades
del ADN es la molécula de hemoglobina
(Hb). En el estado seco la Hb se somete
a cambios oxidativos relacionados a los
cationes reactivos de hierro (Fe). Estos
cambios, sin embargo, no parecen aumentar
la capacidad de la Hb para actuar como
un reactivo mas agresivo con el tiempo.
Sin embargo, la presencia de la Hb en la
vecindad del ADN en manchas de sangre
secas crea la oportunidad para dafio oxida-
tivo en el azucar desoxirribosa y las bases
nitrogenadas del ADN (15). Por otra parte,
los datos del presente estudio muestran una
relacion colineal entre la concentracion
del ADN vy la relacion 260/280, en donde
cambios en el tiempo de almacenamiento
generaron cambios en la concentracion del
ADN. En promedio las muestras analizadas
independientes del tiempo transcurrido
tienen una media para la relacion 260/280
de 2,00nm + 1,76nm. EI ADN tiene una
absorcion maxima a 260nm, mientras la
mayoria de las proteinas presentan una
fuerte absorcion a 280nm. Sin embargo,
los acido nucleicos tienen una absorcion
significativa a 280nm lo que dificulta tener
una medida precisa. Sin embargo, cuando
se estudia la proporcion A260/A280 para el
ADN y esta se acerca a 1,8 nos indica que
las muestras son puras (16).

Las muestras analizadas estan en promedio
por fuera de este rango y ademas presentan
alta variacion, lo que refleja gran cantidad
de impurezas. Estas impurezas pueden ser
hidratos de carbono, péptidos, fenoles, sales
tampon, y otros compuestos aromaticos
(17). Las impurezas encontradas no indican
que el método de almacenar muestras de
sangre en papel Whatman FTA incorpore
contaminacion, pero hay que resefiar que
tampoco esta disefiado para evitarla. El
protocolo de extraccion de ADN que se
use debe contemplar una manera eficaz de
eliminar las impurezas.

CONCLUSIONES

La disminucién en la concentracion en la
muestra de ADN (ug/ul) representa un
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cambio negativo en el valor esperado en
el tiempo de almacenamiento. Las impu-
rezas encontradas no indican que el papel
Whatman FTA incorpore contaminacion,
pero tampoco esta disefiado para evitarla.
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