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RESUMEN

Los tejidos embebidos en parafina son muestras que re-
posan en los bancos de patologia y almacenan importante
informacién genética, UGtil para estudios retrospectivos de
epidemiologia y de patologia molecular y para el diagnés-
tico de enfermedades en humanos y en animales. Dentro
de las metodologias descritas para extraer ADN de tejidos
en parafina, pocas resultan exitosas a la hora de obtener un
material genético, con la cual se pueda amplificar fragmen-
tos superiores a 200pb, por la técnica de PCR. Este trabajo
expone la experiencia del laboratorio de biologia molecular
de la d.D.C.A, relacionada con la aplicacién de una metodo-
logia poco utilizada para extraer ADN de tejido embebido en
parafina y éptimo para amplificar por PCR un segmento de
600pb. Fueron utilizadas dos técnicas ampliamente referen-
ciadas para este tipo de muestras, como son el protocolo de
extraccién fendlica y el del estuche comercial de QIAGEN"
y una tercera metodologia cominmente empleada para ex-
traer ADN de muestras de sangre, pero no para para tejidos
en parafina, como lo es la técnica de extraccién por sales
o salting out. La capacidad amplificable del ADN extraido,
se evidenci6 al obtener un fragmento de 600pb de un gen
constitutivo humano. Los resultados mostraron que con la
extraccion fendlica y el estuche comercial de QIAGEN®, se
consiguio el 21% de amplificaciones y con el método de ex-
traccion por sales, el 91%. Este trabajo muestra que una téc-
nica no convencional de extraccion de ADN a partir de tejido
embebido en parafina puede ofrecer mejores resultados que
metodologias tradicionales.

Palabras clave: Extraccién, ADN, protocolos, Reaccién en
cadena de la Polimerasa, patologia molecular.

SUMMARY

The paraffin-embedded tissues are samples resting in the
pathology banks, storing important genetic information,
useful for retrospective studies of epidemiology and
molecular pathology and diagnosis of diseases in humans
and animals. Among the methods described for extracting
DNA from tissues in paraffin, few are successful in obtaining
the genetic material which can be amplified above 200bp
fragments by the PCR technique. This paper describes the
experience of U.D.C.A”s molecular biology laboratory, related
to the application of a methodology recently used to extract
DNA from paraffin-embedded tissue and which permits
to be optimal amplified by PCR of a fragment to 600pb.
Two techniques were used, extensively referenced to these
samples, such as the phenol extraction protocol and the
commercial kit from QIAGEN®, and also a third commonly
used method for extracting DNA from blood samples, but
not for tissue in paraffin, the technique of extraction or
salting out salts. The extracted DNA amplifiable ability was
evidenced to obtain a fragment of 600pb establishing a
human gene. The results showed that extraction with phenol
and commercial kit from QIAGEN ® achieved amplifications
of a 21%, while the salt extraction method a 91%. This work
reveals that an unconventional technique of DNA extraction
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from paraffin-embedded tissue can offer better performance
than traditional methodologies.

Key words: Extraction, DNA, PCR, protocols, molecular
pathology.

INTRODUCCION

Los tejidos embebidos en parafina (TEP), se almacenan en
los bancos de histopatologia después de su estudio macro y
microscopico. El andlisis de los &cidos nucleicos, contenido
en dichas muestras, se ha convertido en una herramienta
importante para el diagnéstico e investigacién en patologia,
en epidemiologia y en endocrinologia molecular (Armas et
al. 2006; Thyagarajan et al. 2005; Kizys et al. 2012), en ge-
nética molecular post mortem, en deteccion de enfermeda-
des infecciosas (Morales et al. 2005), en estudios de malfor-
maciones congénitas en fetos humanos (Santos et al. 2008)
y para todo tipo de estudios retrospectivos (Huijsmans et al.
2010), razén por la cual, la utilizacién de una técnica de des-
parafinacién y de extraccién de ADN, a partir de TEP, se hace
cada vez maés necesario.

Los proceso de extracciéon de ADN a partir de TEP incluye
tres pasos fundamentales: el primero, la desparafinacion,
donde se utilizan sustancias quimicas, como el xileno y el
etanol o procesos fisicos, como el calor (Zafra et al. 2004;
Cannavo et al. 2012), que buscan eliminar la parafina del
tejido en estudio; el segundo paso es la digestion del tejido
desparafinado, mediante el uso de enzimas, como la protei-
nasa K o de soluciones alcalinas a altas temperaturas (Tufan
et al. 2004), que desnaturalizan las proteinas del tejido y de-
gradan los fosfolipidos celulares, liberando el ADN (Gilbert
et al. 2007). El tercer paso busca la purificacién del material
genético extraido mediante soluciones, como el fenol- clo-
rorformo- isoamilalcohol (Morales et al. 2005; Coura et al.
2005), etanol y resinas quelantes, como Chelex- 100 (Armas
et al. 2006; 2011) o las de la casa comercial de QIAGEN®.
Todas ellas ofrecen extraer un ADN 6ptimo para estudios
moleculares; sin embardo, a la hora de utilizar dicho material
en la técnica de PCR, los resultados pueden no ser favora-
bles.

Debido a la naturaleza del TEP, muchas son las variables
que repercuten en el éxito de las técnicas de extraccion de
ADN, desde el momento de la preservacién del tejido para
los estudios de patologia (Armas et al. 2006), hasta la utiliza-
cién del ADN, en la técnica de PCR. La literatura reporta que
sustancias fijadoras del tejido, como el formol, los alcoholes
o los aldehidos ocasionan un entrecruzamiento de las he-
bras de ADN, modifican las bases y degradan parcialmente
la molécula (Tufan et al. 2004; Jiménez et al. 2007). Otras
variables, como el tiempo de fijacion, el tamano del tejido
fijado, la edad del bloque, la temperatura, el pH de los reac-

tivos, los solventes orgénicos usados en la desparafinacion,
entre otros, también pueden afectar la calidad de los acidos
nucleicos extraidos y, por lo tanto, la eficacia en la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), en contras-
te, con el ADN de alta calidad obtenido a partir de tejidos
frescos o de muestras de sangre (Gilbert et al. 2007). Por lo
anterior, uno de los principales retos en el laboratorio es la
utilizacién de una metodologia de extraccién de ADN a partir
de TEP, que permita obtener una molécula éptima para su
utilizacion en la técnica de PCR.

Con este trabajo, se pretende dar a conocer la experiencia
del laboratorio de biologia molecular de la Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, en la busqueda
de una metodologia para extraer el ADN, a partir de tejido
mamario fijado en formalina y embebido en parafina, que
cuente con los pardmetros de calidad establecidos para
pruebas moleculares y que, adicionalmente, permitiera am-
plificar por PCR un fragmento de 600pb.

Segun la literatura, fueron seleccionadas tres metodologias
de extraccién de ADN a partir de TEP, dos de ellas considera-
das como las técnicas mas frecuentemente reportadas, cada
una con principio quimico diferente. La primera, se basa en
la extracciéon y en la purificacién del ADN con solventes or-
génicos, como el fenol- cloroformo y temperaturas de reac-
cién entre 90 y 100°C (Shi et al. 2002; Coura et al. 2005) v,
la otra, en la extraccion mediante union selectiva del ADN
a columnas quelantes, del estuche comercial de QIAGEN®
(Thyagarajan et al. 2005; Gilbert et al. 2007); sin embargo,
también se ensayd una tercera metodologia ampliamente
utilizado para extraer ADN a partir de muestras de sangre,
pero no para tejidos embebidos en parafina, como es la me-
todologia de extraccién por salado o “Salting out”, selec-
cionada por su disonibilidad en los laboratorios de biologia
molcular, facilidad procedimental y bajo costo.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio, se realizaron 136 ensayos de extrac-
cién de ADN a partir de bloques de tejidos mamarios em-
bebidos en parafina, almacenados desde el 2007 hasta el
2009, en el laboratorio de patologia, del Hospital San Igna-
cio de Bogotd, Colombia. Los bloques de parafina fueron
sometidos a tres técnicas de extraccién de ADN: la técnica
de extraccion fendlica (fenol- cloroformo), la de extraccion
por columnas quelantes del estuche comercial de QIAGEN"
y la técnica de extraccion por sales o Salting out.

Método de extraccién fendlica (fenol- cloroformo), descrito
por Shi et al. (2002): Se pesaron entre cinco a diez miligra-
mos de TEP y se adicioné un mililitro de xyleno, se incub6
a 98°C durante 15 minutos, se centrifugd y se descart6 el
sobrenadante; al sedimento, se le adicioné un mililitro de
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etanol absoluto, se agitdé manualmente y se dejé en reposo
por 30 minutos; posteriormente, se centrifugdé a 10.000 rpm
durante 11 minutos, se descarto el sobrenadante y se le adi-
cion6é 1mL de etanol al 70% y 1mL de buffer fosfato salino,
nuevamente se centrifugd a 12.000 rpm durante diez minu-
tos; se descarté nuevamente el sobrenadante y al sedimento
se le agregaron 500uL de tampén de lisis que contenia: pro-
teinasa K (20 mg/mL), tris-HCL (1M), 2ulL. de EDTA (0,5M)
y 100uL de SDS (10%); la mezcla se incubd durante toda la
noche a 52°C en agitacién continua, posteriormente, se le
agregaron 500uL de solucion de fenol- cloroformo - isoa-
milalcohol (25:24:1) y se centrifugé a 12.000 rpm por cinco
minutos. El sobrenadante fue removido cuidadosamente a
otro tubo y se agregd 0,1 volimen de acetato de sodio (3M),
se homogeneiz6 manualmente, se adicioné un volumen de
isopropanol y se dej6 en almacenamiento a -20°C durante
toda la noche; luego, se centrifugd y el sedimento que con-
tenia el ADN extraido fue lavado con etanol (70%); luego de
secar el ADN, se le adicion6 30uL de buffer TE1X.

Método de extraccién por columnas quelantes del estuche

comercial de QIAGEN®_(Spin- Column Protocol): Se cor-
taron 25g de TEP y se depositaron en tubos de 2mL con
1200uL de xyleno, se agit6 en vortex y se centrifugd a 10.000
rpm durante cinco minutos, a temperatura ambiente. El so-
brenadante se pasé a otro tubo y se adicioné 1200uL de
etanol absoluto hasta eliminar el xyleno y el etanol. El tejido
desparafinado, se resuspendié en 180uL de buffer ATL (no
se conoce su composicion) y se agregé 20uL de proteinasa
K, se mezclé nuevamente y se incubé a 56°C durante toda la
noche; luego, se adicioné 200uL de buffer AL (no se conoce
su composicion), se mezclé y se agregé 200uL. de etanol
absoluto; esta mezcla se deposité en la columna DNeasy
Mini Spin y se centrifugé a 8000 rpm durante un minuto. La
columna se deposité en un nuevo tubo de recoleccién y se
adicion6 500uL de buffer AW1; posterior a la centrifugacion,
la columna fue transferida a otro tubo de recoleccién y se
agregaron 500uL de buffer AW2, se centrifugdé a 14.000rpm
durante tres minutos. La columna con el material genético
extraido, se depositd en otro tubo de recoleccion y se agre-
g6 directamente sobre la membrana 200uL de buffer AE, se
incubd a temperatura ambiente durante un minuto y se cen-
trifugé a 8000 rpm por un minuto mas, para eludir el ADN.

Técnica de Extraccién por sales o Salting out, segin San-
tos et al. (2008): Mediante micro diseccion manual con una
hoja de bisturi estéril fueron recolectados, en microtubos
de 1,5mL, entre 15 a 24mg de tejido mamario embebido
en parafina (TEP), de las éreas identificadas microscopica-
mente, con mayor celularidad. Estos cortes, se sometieron
al proceso de desparafinacién, agregando 500mL de xyleno
(CN.158693 de la casa comercial. MPB), se incubé durante
10 minutos en bano serolégico (Haake FSL) a 65°C y se
centrifugé a 10.000 revoluciones por minuto (rpm) (Biofga

BDC), durante siete minutos; posteriormente, con una pi-
peta pasteur de vidrio estéril, se extrajo cuidadosamente el
sobrenadante; este paso se repiti6 cinco veces. Al tejido des-
parafinado, se le agregé 1000mL de etanol absoluto y se
llevé a incubacién en bloque de calor a 37°C durante diez
minutos; posteriormente, se centrifugé a 10.000 rpm duran-
te cinco minutos y con la pipeta pasteur de vidrio, se eliminé
el sobrenadante y se agregé 1000mL de etanol al 70%, se
incub6 en bloque de calor (Canlab- BAXTER) a 37°C por diez
minutos y nuevamente se centrifugé a 10000 rpm, durante
cinco minutos. Finalizado el proceso de desparafinacion, se
dejé secar el tejido por unos minutos en bloque de calor a
37°C y se agregd 50mL de agua HPLC y 1000mL de solu-
cién amortiguadora o tampén TNE (17mM Tris HCI pH: 8,0;
50mM NaCl y 7mM EDTA), se homogeneizd y se centrifugd
por diez minutos a 10.000 rpm. Posteriormente, se afiadié
1000mL de buffer de lisis (10mM de Tris HCI pH: 8,0; 0,5%
de SDS; 5mM de EDTA) y se adicion6 10mL de proteina-
sa K (N.C. 95H014715 C.C. SIGMA) (20mg/mL), se mezclo
con vortex (Thermolyne BDC) durante cinco segundos y se
sometié a incubacién en bafo serolégico con agitaciéon con-
tinua, a 55°C durante toda la noche. 500mL de acetato de
amonio 8M y EDTA 1mM fueron agregados, se agit6 fuer-
temente durante 15 segundos y un segundo mas en vor-
tex, se centrifugdé a 10000rpm, durante 15 minutos; 900mL
del sobrenadante fueron transferidos a un tubo nuevo y se
adicionaron 600mL de isopropanol frio, se mezclé 20 veces
por inversién suave y se centrifugd a 10000rpm, durante 15
minutos. El sobrenadante fue eliminado y al sedimento se le
agregaron 300mL de etanol frio al 70%, nuevamente se cen-
trifugd a 10000rpm por ocho minutos y, cuidadosamente, se
eliminé el sobrenadante; el procedimiento se repitié una vez
mas. El pellet obtenido, se dej6 secar a 50°C por 15 minutos
y se reconstituyé en 30mL de TE 1X.

Las tres metodologias fueron ejecutadas bajo las mismas
condiciones de laboratorio y con los mismos equipos previa-
mente referenciados.

Cantidad y calidad del ADN: Todas las muestras de ADN fue-
ron analizadas mediante un equipo nanodrop 1000, que per-
miti6 calcular la concentracion de ADN obtenido y la relacion
A260/A280 y A260/A230, que informa el nivel de la pureza
de la molécula. El tamano del ADN fue analizado por elec-
troforesis en geles de agarosa al 1% tehidos con bromuro de
etidio, utilizando una camara de electroforesis marca Tyler
(Canadé) y una fuente de poder Power Pac Basic (BioRad),
visualizado en un transiluminador (24V, Higt Performance).

Capacidad amplificable del ADN: La capacidad amplificable
del ADN extraido fue evaluada mediante la deteccién del
segmento de un gen constitutivo, conocido en la literatura
como housekeeping que, en este caso, fue el gen que codi-
fica para la enzima Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogena-
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sa (GAPDH). Para su amplificacién, se utilizé6 un estuche de
PCR de la casa comercial de lnvitrogenO (C.N. 10966-020)
y un juego de cebadores (PF): 5° TTGCAACTGTTTTAGGA-
CTTT 3":y (PR): 5"AGCATTGGGAAATGTTCAAGG 37, que
flanquea una regién con una talla molecular de 600pb. Para
la reaccion de PCR, se utilizaron 2,5mL de buffer PCR (1X);
1,0mL de MgCl, (2mM); 1,0mL de dntps (0,8mM); 1,0mL
de PF (0,4mM); 1,0mL de PR (0,4mM); 0,3mL de Taq Plati-
numO (Invitrogen, Brasil) y 3mL de ADN molde y se comple-
t6 con agua HPLC, hasta alcanzar un volumen final de 25mL
por reacciéon. Como control positivo de la prueba, se utilizd
un ADN humano, donado por el grupo de investigaciones
biomédicas y de genética de la U.D.C.A, quienes previamen-
te habfan amplificado el fragmento génico en mencién vy,
finalmente, se utilizé6 un blanco de agua (grado HPLC) en
lugar del ADN molde, como control negativo del ensayo. La
amplificacién, se llevé a cabo en un termociclador PTC-100
(MJ RESEARCH, Canada), con un el siguiente programa:
94°C durante 30 segundos; 52°C durante 30 segundos y
72°C por 40 segundos, en 40 ciclos. El producto amplifica-
do fue analizado en un gel de agarosa al 2%, utilizando una
cédmara de electroforesis marca Tyler (Canadé) y una fuente
de poder Power Pac Basic (BioRad), visualizado en un tran-
siluminador (24V, Higt Performance).

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracién y pureza del ADN: Las caracteristicas ideales
del ADN que se va a emplear para estudios moleculares es
que posea una buena concentracién, una alta pureza y el
menor grado de degradacion (Armas et al. 2011); sin em-
bargo, estos tejidos antes de ser embebidos en parafina son
fijados en formalina, sustancia que preserva el tejido, pero
que degrada los &acidos nucleicos (Cannavo et al. 2012) y
genera un entrecruzamiento con las proteinas del tejido, por
lo cual, hace ain mas complicada la eliminacién de protei-
nas, tipo histonas de los acidos nucleicos (Kizys et al. 2012).
Adicionalmente, el ADN se debe encontrar libre de otras sus-
tancias, como lipidos y carbohidratos, propios del tejido y
de residuos provenientes de las soluciones utilizadas en el
proceso extraccion y desparafinacion.

Mediante los protocolos convencionales de fenol-cloroformo
y del estuche comercial de QIAGEN®, se alcanzaron concen-
traciones de ADN, que oscilaron entre 21 y 3057 ng/mL y
con el protocolo de extraccién por salado, las concentracio-
nes fueron de 5,0 a 4500 ng/mL. Thyagarajan et al. (2005)
sugieren tener en cuenta la cantidad de células que conten-
ga el tejido recolectado en los microtubos de reaccion, para
extraer una adecuada cantidad de ADN. En este caso, las
muestras utilizadas fueron de tejidos de glandula mamaria
en bloques de parafina, debido a que algunos de los pro-
yectos de investigaciéon que se desarrollan en el laboratorio
de biologia molecular de la U.D.C.A, estan relacionados con

el estudio de céncer de seno. Y conociendo que la glandula
mamaria contiene mucho tejido graso fue necesario reali-
zar el andlisis microscépico del tejido, mediante las laminas
de histopatologia, para establecer la porciéon del TEP con la
mayor celularidad posible. Las muestras de TEP utilizadas
en este estudio correspondian a diferentes patologias de la
glandula mamaria, por cuanto el contenido celular de cada
bloque fue diferente, explicando esto, el amplio rango en la
concentraciéon de ADN reportada, a pesar de haber utilizado
la misma cantidad de tejido en los tres protocolos. Un aspec-
to metodolégico relacionado con la concentracién del ADN
es la utilizacién de la proteinasa K en el paso de la lisis celu-
lar, momento, en el cual, los acidos nucleicos se liberan de
las células, quedando vulnerables al efecto de los solventes
organicos. Estudios realizados por Huijsmans et al. (2010)
refieren que la proteinasa K es indispensable para la 6ptima
digestién y extracciéon de ADN; en este trabajo se utiliz6 la
proteinasa K en los tres protocolos, pero en concentraciones
diferentes, es asi como en las técnicas de extraccion fendlica
y QIAGEN se utilizaron 50uL/mL y 100ulL/mL de proteinasa
K, respectivamente, mientras que en la técnica de extraccion
por sales fue de 2ul/mL, observando que en los protocolos
tradicionales se requiere mayor concentraciéon de proteinasa
K, que en la técnica de extraccién por sales, lo que supo-
ne una mayor digestion del tejido, mayor concentracién de
ADN, pero mayor grado de fragmentacién de la molécula.

En cuanto a los indices de pureza, la relaciéon A260/A280 que
da cuenta de la contaminacién con proteinas fue similar en
las tres metodologias, 1,8 en los protocolos convencionales
y 1,9 en la técnica de extraccién por sales, siendo ideales
valores entre 1,8 y 2,2 (Santos et al. 2008), indicando que
los procesos de precipitaciéon y de separaciéon de proteinas
fueron 6ptimos con los tres protocolos y superaron los va-
lores reportados por otros autores (Armas et al. 2011). La
relacion A260/A230 mostro cifras de 1,1, para los protocolos
de extraccion fendlica y QIAGEN y de 1,9, para la técnica
de extraccién por sales, con valores de referencia alrededor
de 2,0. Este indice muestra contaminacién con sales cao-
tropicas (Santos et al. 2008), carbohidratos, fenoles o com-
puestos arométicos. El xyleno y el fenol- cloroformo fueron
sustancias utilizadas en los procesos de desparafinaciéon y
extracciéon de ADN, por la metodologia de extraccién fené-
lica, por lo que se cree pudieron afectar negativamente los
resultados del indice 260/230 (no se concoce la naturaleza
de los buffer ATL, AW1, AW2, del estuche comercial de QIA-
GEN), en contraste con el protocolo de extraccion por sales,
donde se utiliz6 menores cantidades de xyleno y no requiere
de fenol — cloroformo, por lo tanto, el valor del indice fue
cercano al valor ideal.

Capacidad amplificable del ADN: Se disené housekeeping
para controlar internamente la optimizacién de la molécula
extraida para su uso en la técnica de PCR, se seleccioné el
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gen constitutivo humano que codifica para la enzima Glice-
raldehido 3- fosfodeshidorgenasa (GADPH), procedimiento
previamente estandarizado en el laboratorio de biologia mo-
lecular. EI ADN fue considerado éptimo para su uso en la
técnica de PCR, al amplificar un unico fragmento de 600pb
del gen GAPDH. Los ensayos de PCR-GAPDH realizados con
el ADN extraido a partir de los protocolos convencionales
(extraccion fendlica y QIAGEN) fueron positivos en el 21% de
los ensayos, mientras que con el ADN extraido por la técnica
de extraccién por salado, alcanzaron el 91%. Indicando que
la técnica de extraccién por salado fue la metodologia mas
eficiente a la hora de conseguir un material genético 6ptimo
para su uso en la técnica de PCR. Estos resultados muestran
que la eficacia del ADN extraido de TEP para la PCR, puede
estar mas relacionada con la calidad del ADN que con la
cantidad obtenida.

El porcentaje de amplificaciones conseguidas en este estu-
dio y el tamano diana amplificado supera los resultado de
trabajos anteriores, siendo uno de los mas exitosos el de
Cannavo et al. (2012), quienes reportan 100% de amplifi-
caciones, con un fragmento de 650pb del gen de la actina,
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en 46 ensayos realizados mediante la técnica de extraccion
de silica magnética (NucliSENS easy MAG); Tabanifar et al.
(2008) muestran el 82% de resultados positivos al amplificar
un fragmento de 200pb del gen constitutivo de la B- globi-
na con ADN extraido con el protocolo Chelex- 20; Armas et
al. (2011), el 100% de amplificaciones del mismo gen, pero
en s6lo en 10 muestras trabajadas con el método de chelex
-100 y Santos et al. (2008), logra amplificar un fragmento de
500pb, utilizando la extraccién por sales. Lo anterior es de
relevancia, pues la literatura menciona que la mayoria de los
fragmentos que se pueden amplificar con ADN proveniente
de TEP, oscilan entre 50 a 300pb (Zafra et al. 2004; Huij-
smans et al. 2010) y pocas veces se logra con fragmentos
superiores a éstos (Armas et al. 2006; Jiménez et al. 2007);
no obstante, con el protocolo de extraccién por sales, se
consiguié amplificar el fragmento de 600pb del gen GAPDH
(Figura 1).

Un elemento importante al considerar la eficiencia del ADN
extraido para el PCR es la integridad del material genético
obtenido que puede interferir con la hibridacién de los oli-
gonucleétidos a la cadena molde (Huijsmans et al. 2010),

9 10 11 12

Figura 1. Electroforesis de PCR- GAPDH con ADN obtenido a partir de TEP mediante la técnica de Extraccién por sales.

Carriles 1, 3, 4, 5, 7, 8 y 10 muestran una senal de amplificacién de un fragmento de 600 pb del gen constitutivo humano
GAPDH. Los carriles 2 y 9 muestran degradacién de ADN con resultados negativos para el PCR. El carril 11 corresponde al
control positivo, el carril 12 al control negativo de la prueba y el carril 6 al Marcador de peso molecular (MP), con sehales cada

100 hasta 1000pb de Invitrogen® (C.N. 15628-019).
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dando resultados negativos (Figura 1, carriles 2 y 9) que, en
este trabajo, fueron el 79% de los ensayos de PCR- GAPDH,
con el protocolo de extraccién fendlica y QIAGEN, mientras
el 9%, con la técnica de extraccién por sales. Es posible que
estas diferencias obedezcan a factores, como la utilizacion
de xyleno para desparafinar, la temperatura de reaccion, las
concentraciones de proteinasa K y los remanentes de sol-
ventes organicos que inhiben la PCR. Cannavo et al. (2012)
mencionan que el 100% de amplificaciones del PCR fue po-
sible solamente en aquellos TEP que se desparafinaron sin
agregar el xyleno, en este caso, en los tres protocolos, se uti-
liz6 el xyleno, ain cuando en menor proporcién en la técni-
ca de extraccion por sales. Las temperaturas oscilaron entre
100 y 120°C en los protocolos tradicionales, pero en la téc-
nica de extraccién por salado las temperaturas fueron entre
37 y 65°C; adicionalmente, en este protocolo se utilizaron al-
coholes en concentraciones descendientes y procedimientos
paulatinos de rehidratacion del tejido desparafinado, lo cual,
disminuy6 el dano causado al ADN extraido (Coura et al.
2005). La proteinasa K en altas concentraciones y los rema-
nentes de solventes organicos, como fenoles y alcoholes que
pueden contaminar el ADN, no solamente pueden afectar la
estructura del ADN, sino que son potenciales inhibidores de
la reaccién de PCR (Jiménez et al. 2007) incrementando, de
este modo, el porcentaje de resultados falsamente negativos.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se re-
comienda que a la hora de evaluar una metodologia eficiente
de extracciéon de ADN a partir de TEP, para su uso en técni-
cas moleculares, es necesario disenar un control interno del
PCR, que permita amplificar un fragmento de un gen cons-

genético que poseen las muestras embebidas en parafina es
necesario estudiar el principio quimico de cada metodologia,
pues aun cuando no sea la mas convencional, puede ser la
mas conveniente para el propésito de la investigacién. En
este caso, la técnica de extraccién por sales es un procedi-
miento que se encuentra disponible en los laboratorios de
biologia molecular, requiere de reactivos de bajo grado de
toxicidad para la salud humana y para el medio ambiente,
los reactivos son de bajo costo, con respecto a otros y su
facil ejecucion, son el valor agregado a la hora de evaluar
el éxito de esta técnica sobre otras, ampliamente utilizadas
para extraer ADN de TEP.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir
que la técnica mas eficiente para obtener ADN, a partir de
tejido mamario embebido en parafina y amplificar un frag-
mento de 600pb por PCR, fue la técnica de extraccion por
salado, a pesar de ser una metodologia poco convencional
para extraccién de ADN a partir de TEP.
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