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Resumen: El estudio evalud cuatro distintos protocolos de uso comun en laboratorio
y uno comercial, para la extraccion de ADN a partir de material fijado en formalina y
parafinado, correspondiente a cervix uterinos producto de conizaciones y LEEPs (loop
electrocautery excision procedure), provenientes de los Servicios de Patologia de nueve
Hospitales de la Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS). Se encontré que el
protocolo mas efectivo para obtener ADN viable para la PCR, es el basado en
extraccion fenodlica y que la calidad del ADN se ve profundamente afectada por el
proceso de preservacion al que se ven sometidos los tejidos en los diferentes servicios.
El promedio general de amplificacién estuvo por debajo del 50%. El rango de
amplificacién por servicio va desde el 0%, hasta el 70%. Las razones por las que la
PCR a partir de ADN aislado de parafinadas resulta inconsistente, se pueden resumir, a
grosso modo, en: baja cantidad o ausencia de ADN blanco detectable, presencia de
inhibidores, degradacion del ADN total blanco y fragmentacién de los acidos nucleicos
debido a la fijacién en formalina.
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Abstract: This study evaluated four different laboratory protocols and a commercial
one, for DNA extraction from formalin-fixed and paraffined material corresponding to
uterine cervix tissue and LEEPs, from the Pathology Departments of nine hospitals
belonging to the CCSS (Costa Rican Social Security System). The results showed that
the most effective protocol was the one based on phenolic extraction. It was also
observed that the DNA quality is severely affected by the preservation process. The
amplification average was below 50%. The rank of amplification depending on the
hospital and the protocol used goes from 0 to 70%. The reasons why the PCR from
paraffined isolated DNA samples results inconsistent could be due to low quantity,
absence of detectable target DNA, presence of inhibitors, target DNA degradation and

nucleic acid fragmentation due to fixation in formalin.

Keywords: molecular pathology, PCR, DNA, formalin-fixed, paraffined, CCSS.

Introduccién

Los especimenes fijados en formalina y
parafinados, ademas de conservarse
para analisis histolégicos, representan
una importante fuente de material para
la investigacion retrospectiva a nivel
molecular, pues obvian la necesidad de
tejido fresco para el diagnostico, son de
facil manejo y practico almacenamiento,
entre otras ventajas [1,2].

Multiples factores parecen incidir en la
calidad molecular (calidad y cantidad de
ADN extraible sometible a analisis
moleculares) de las muestras
parafinadas, como el fijador (naturaleza,
concentracion, temperatura, pH), tiempo
de fijacion, tamafo del tejido fijado y
edad del bloque [3-9].

La calidad y cantidad del material
genético extraido destacan como los
factores limitantes para realizar pruebas
moleculares a partir de este material.
Ante esto, la eficiencia de los
procedimientos de extraccion se ha
convertido en un punto critico para el
éxito de la aplicacion de la PCR [6,7,9].
A pesar de que la arquitectura de los
tejidos se preserva, la extraccion de los
acidos nucleicos generalmente se

reduce a recuperar ADN degradado, lo
que limita los analisis que requieran
ADN de alta integridad, como Ila
Southern Blot; sin embargo, es un
sustrato viable para la PCR [1,2,10,11].
En Costa Rica, pruebas preliminares
sugieren limitantes de calidad y cantidad
de ADN o6ptimo para PCR en este tipo
de muestras, lo que podria afectar el
tipo de analisis o restringir la antiguedad
de los bloques parafinados utilizados en
este tipo de estudio [3].

En este estudio se evaluaron cinco
protocolos de extraccion de ADN, a
partir de muestras parafinadas del
Laboratorio de Anatomia Patoldgica, del
Hospital San Juan de Dios, de la Caja
Costarricense de Seguro Social (CCSS).
Posteriormente se determind el estado
del ADN y su viabilidad para la PCR
diagnéstica (amplificacion de fragmentos
de una longitud suficiente para llevar a
cabo pruebas moleculares
diagnésticas). Con el protocolo elegido
como el mas eficiente, se evalué el
material parafinado de nueve Servicios
de Patologia de la CCSS.
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Materiales y Métodos

. Evaluacion de protocolos de
extraccion: A partir de cortes de tejidos
parafinados, se realizaron extracciones
por duplicado de diez bloques
parafinados de muestras de cervix
uterinos producto de conizaciones vy
LEEPs fijados en formalina buferizada al
10% del Hospital San Juan de Dios, con
periodos de almacenamiento menores a
ocho meses. Se evaluaron cinco
protocolos de extraccion de ADN.
Método 1: A tres cortes de 10um se
agregaron 100ul de Tris 50mM pH 8.0 y
se fundieron a 100°C 10 minutos y se
dejaron enfriar. Se agregé 5% de
Proteinasa K (20mg/ml) y se incubé toda
la noche a 55°C en agitacion continua.
Se afadid 5% de Chelex al 5%, se
incubd 30 minutos mas, y luego a 100°C
durante 5 minutos y se centrifugé a 12
000g por 15 minutos. Se trasvasé el
sobrenadante a un microtubo limpio y se
almacend a -20°C [12]. Método 2: Dos
cortes de 10um se desparafinaron (dos
veces) en 1ml de xilol por 30 minutos; se
centrifugaron a 12 000g, 10 minutos, se
descarté el sobrenadante y se agregd
1ml de etanol al 100%, se agitd
manualmente, se esperd 30 minutos, se
centrifugd y descartdé el sobrenadante.
Igualmente se agregd 1ml de etanol al
70%, y 1ml de PBS (dos veces). Se
agregd 500pl de amortiguador de lisis
(50ul Proteinasa K 20mg/ml; 10pl  Tris-
HCI 1M; 2ul EDTA 0,5M; 100ul SDS
10% y 838l agua destilada) y se incubd
toda la noche a 52°C en agitacion
continua. Se agregé 500ul de
fenol:cloroformo:isomilalcohol (25:24:1),
se agito y se centrifugd por 5 minutos. El
sobrenadante se removid6 a otro
microtubo, se agregé 0,1 volumen de
acetato de sodio 3M y se agito
manualmente. Se adicioné un volumen

de isopropanol y se almacend toda la
noche a -20°C. Se centrifugo, el
sobrenadante se descartd6 y el
precipitado se lavdé una vez con 1ml de
etanol 70%, se centrifugd y descart6 el
sobrenadante. EI ADN seco se disolvio
en 50yl de agua bidestilada estéril y se
almacen6é a -20°C [5]. Método 3:
Cuatro cortes de 10um se
desparafinaron en 400ul de xilol, se
mezclé con vortex, se incubd 30
minutos, se le dio vortex dos veces, se
centrifugd por 5 minutos a 13 000g y se
descarto el xilol. Se agregaron 100yl de
etanol:xilol (80:20) y se incubd 30
minutos a 37°C, se centrifugd y se
descarté el sobrenadante. Se afadio
400pl de etanol 100%, se incubd media
hora a 37°C, se centrifugd y se descarté
el etanol. Una vez desparafinado el
tejido se utilizé el “Extract-N-AmpTM
Tissue PCR Kit” (Sigma- Aldrich) [13].
Método 4: Cinco cortes de 4um se
desparafinaron dos veces: se agrego
1ml de xilol, se agitaron manualmente,
se centrifugaron a 12 000 rpm por 3
minutos y se decantd. Se repitio el
proceso con 1ml etanol 100% y 1ml
etanol 70%, se dejo secar. Se lavo con
un amortiguador (Tris-HCI 100mM pH
8.3, KCI 500mM, MgCI2 15mM), se
centrifugd y se decantd. Se volvié a
agregar amortiguador hasta cubrir el
tejido. Se someti6 a radiacion en el
microondas 6 minutos a potencia media,
deteniéndolo cada 15 segundos, se
centrifugd y se pasé el sobrenadante a
un microtubo limpio y se almaceno a -
20°C [14]. Método 5: A 2 cortes de 5uym
se les agregd 100yl de xilol y 100l de
etanol 100%, se mezcl6 suavemente y
centrifugd 10 minutos a 12 000rpm. Se
decantdé y secd el tejido a 55°C. Se
resuspendié el boton en 250ul de Tris
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pH 8,3 (200ng/ul Proteinasa K) y se
incubé toda la noche a 37°C en
agitacion continua. Se colocaron los
tubos 8 minutos a 100°C, se coloco el
ADN 5 minutos en hielo y se almacené a
-20°C [9].

El producto obtenido con cada uno de
los métodos se evalud segun: integridad
(electroforesis en gel de agarosa al 1%,
contra un marcador de peso molecular,
revelado con bromuro de etidio, que se
analizd mediante el software Kodak
Digital Science 1D), pureza vy
concentracion (cuantificacion del ADN
por espectrofotometria de luz
ultravioleta), y calidad del ADN
(viabilidad para la PCR utilizando los

iniciadores PCO04 (5-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3) y
GH20 (5

GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3),
para el gen de la B-globina (producto de
267pb). El protocolo considerado como
el mas eficiente, se us6 para procesar
las muestras de los otros Servicios de
Anatomia Patoldgica.

Para la amplificacién se utilizaron las
siguientes condiciones: amortiguador de
PCR 1X, dNTP’s 0,2mM, MgCl, 2mM,
PC04 0,5pmol, GH20 0,5pmol, Tag-
polimerasa 1U y ADN 2ul, volumen final
25ul (en el caso de las muestras
extraidas con el Extract-N-AmpTM
Tissue PCR Kit, se hizo segun
indicaciones y reactivos del fabricante).
Con el siguiente perfil de PCR:
pretratamiento 94°C 5 minutos, seguido
de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos,
55°C 30 segundos y 72°C 30 segundos,
con un paso final de extensién a 72°C
10 minutos.

La valoracién de los productos de PCR
se realizé por electroforesis en un gel de
agarosa al 3%. El control positivo de
amplificacion se preparé a partir de ADN
de sangre periférica de higado fresco

extraido con el Método reportado por
Miller y colaboradores [10].

Il. Valoracién del
muestras de

los

estado de las
Servicios de

Patologia de la CCSS: Se recolectaron
10 bloques de parafina de cada servicio

de anatomia
siguientes hospitales de

patoldgica

de
la CCSS:

los

México (HM), Calderon Guardia (HCG),
de la Mujer Carit (HMC), Max Peralta
(HMP), Toni Facio (HTF), San Carlos
(HSC) y Escalante Pradilla (HEP). Las
muestras consistieron en cervix uterinos
producto de conizaciones y LEEPs
fijados en formalina buferizada al 10% e
incluidas en parafina, con periodos de
almacenamiento no mayores a 2 anos.
del Hospital
Nacional de Nifios (HNN), fijados en
formalina al 15%, que correspondieron
a linfoma Hodgkin: 3, tumor congénito
pulmon: 1, teratoma: 1, tumor de base

Ademas, 10 bloques

higado: 1,

ependimoma:

2,

osteosarcoma: 1 y tiroides:1. En todos
ADN se extrajo por

los casos el

duplicado

segun

el

seleccionado como mas efectivo.
Se realizé la PCR, para el gen de la B-
globina (producto de 267pb), bajo las
condiciones de amplificacion descritas y

se determind

el

protocolo

porcentaje  de

amplificacién, al evaluar los productos
de amplificacion en un gel de agarosa al

2%.
L ADN DOADN/prot %
Método | Muestras ug/ul [x] [x] Amplificacion
1 10 0,915 1,174 10
2 10 0,236 1,505 50
3 10 0,279 0,750 30
4 10 0,072 1,338 00
5 10 0,164 1,709 00
X=18
Cuadro # 1. Valores promedio de la

concentracion de ADN, relacion DOapniprot Y
porcentaje de amplificaciéon obtenidos con cada
protocolo a partir de 10 muestras del HSJD.
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I. Evaluacién de los protocolos de
extraccion de ADN: Cada protocolo de
extraccion mostr6 un patron  de
electroforesis constante (Figura 1). Los
resultados obtenidos en la cuantificacion
del ADN mediante espectrofotometria se
resumen en el Cuadro 1; se considera
que los datos de la DOapn soON
confiables cuando se encuentran entre
01 y 1,0 [15]. Para Ila relacion
ADN/proteinas (DOapnprot), proporcion
de las absorbancias obtenidas a
260nm/280nm, se considera como ADN
con un buen nivel de pureza cuando

Cuadro # 2. Porcentaje de amplificacion del gen de

Método 2.

Hospital
HSJD 10

HNN 10

Promedio

Muestras

Figura # 1. Electroforesis del ADN extraido de
una misma muestra del HSJD con los 5
métodos. lzquierda: carriles 1 y 2 extraccion
método 1, carril 3 marcador de peso molecular,
carriles 4 y 5 extraccion método 2, carriles 6 y 7
método 3, carriles 8 y 9 extraccion método 4,
carril 10 marcador de peso molecular, carriles 11
y 12 método 5.

este valor se encuentra entre 1,5y 2,0.
[16,17].

Los porcentajes de amplificacion
resultaron variables segun el método de
extraccion usado. El porcentaje general
de amplificacion para el gen de la B-
globina utilizando todos los protocolos
fue de tan solo del 18%.

II. Valoracion del estado de las
muestras de la CCSS: El promedio
general de amplificacion utilizando el
Método 2 estuvo por debajo del 50%. El
rango de amplificaciébn por servicio va,
desde el 0%, hasta el 70% (Cuadro 2).

la B-globina a partir de los ADN extraidos con el

% Amplificacion
50
(5]0)
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Discusion

I. Evaluacién de los protocolos de
extraccion de ADN: En los extractos de
algunos meétodos fue posible observar
ADN de buen peso (métodos 1, 2 y 3),
mientras que en otros se observa una
degradacién casi completa del material
(métodos 4 y 5) (Fig. 1).

La muy baja concentracion de ADN,
medida por espectrofotometria, en las
muestras de los Métodos 4 y 5 (inferior a
0,2ug/ul) concuerda perfectamente con
lo analizado en la electroforesis. Los
métodos que aplican unicamente calor
para obtener el ADN, poseen resultados
contradictorios segun los estudios
encontrados. Por ejemplo, Cao et al. y
Coombs et al. aseveran haber obtenido
ADN amplificable, mientras Shi et al.
sefalan lo contrario, como se observa
en el presente estudio [18,19,5]. El
Método 5 fue reportado por el mismo

Frank et al. como el mas efectivo,
contradictoriamente a los resultados
obtenidos en esta investigacion,

después de la digestion enzimatica con
Proteinasa K, la ebullicion del ADN
durante ocho minutos, es posiblemente
el foco primario de degradacion [9].
ADNSs correspondientes a los métodos
1, 2 y 3 dieron amplificaciones exitosas.
Estos métodos obtuvieron los valores de
concentracion y pureza de ADN mas
altos, mismos que mostraron patrones
de corrida en la electroforesis que
indican ADN de alto peso. Los bajos
resultados de la DOapnjprot del Método 3,
indican que la ausencia de purificacion y
precipitacion conlleva un alto contenido
de contaminantes (proteinas, solventes
y detergentes) (Figura 1). El porcentaje
de amplificacién no fue mayor al 50%
para ninguno de los métodos.

El Método 2, cuyo grado de pureza es
alto, fue el protocolo de extraccién mas
exitoso cuando de amplificacién se trata.

La rehidratacion paulatina de los tejidos
en las fases iniciales, posiblemente
omite el dafio mecanico que se puede
producir al manipular el ADN de las
muestras fijadas en formalina. Los
pasos de purificacidon y precipitacion
parecieran eliminar eficientemente los
inhibidores de la PCR. Lo anterior
concuerda con estudios como los de
Cao et al., Liborio et al., Coombs et al.y
Shietal [18,4,19,5] .

No fue posible encontrar anteriores
experiencias con el Kit Extract-N-Amp
de Sigma-Aldrich (Método 3) en
muestras parafinadas. La baja calidad
del ADN de la muestra pudo ser la
causa del escaso porcentaje de
amplificacién alcanzado [13].

Los iniciadores PC04 y GH20 de la B-
globina, era de esperar que mostraran
una alta eficacia en la PCR por tratarse
de un gen constitutivo. Bajo las
condiciones sefaladas se obtiene un
unico producto de 267pb, el cual se
corroboré mediante genotipificacion (ABI
Prism 310).

Uno de los resultados mas
preocupantes fue la debilidad de
algunas de las senales de los productos
de la B-globina, que pueden llevar a la
interpretacion de falsos negativos y
complicar el diagnéstico, cuando la PCR
es evaluada por electroforesis en gel de
agarosa. En cuyo caso, la disponibilidad
de un secuenciador de ADN se hace
indispensable, pero encarece
significativamente los costos por
muestra. La implementacion y
dependencia de este tipo de equipo se
debe evaluar cuidadosamente.

La amplificacion de material de
muestras parafinadas puede verse
afectada por multiples factores, uno de
ellos puede ser el tiempo de fijacion,
que puede originar bajas importantes en
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la eficiencia de amplificaciéon después
de una semana e inclusive 24 horas [3-
5,18,20].

Aunque se asume que el proceso de
fijacion requiere aproximadamente una
hora por milimetro de tejido,
rutinariamente los tejidos se fijan de 24
a 48 horas, practica que afecta
directamente la calidad molecular [9,19].
Otros ejemplos de  condiciones
limitantes son el tiempo de
almacenamiento, (el tiempo Optimo de
analisis varia entre 1 mes, 5 afios, 18
afos y hasta 36 afos, segun los
autores) el pH inicial del fijador utilizado
y la insuficiente neutralizacion de la
formalina [1,3,4,9,21,22].

Otro tipo de fijadores, como el metanol,
etanol, histochoice, el método AMeX, e
inclusive variaciones en el uso de la
formalina (a 4°C o adicionada con
EDTA) han dado mejores resultados
para realizar analisis moleculares [11] .
Pareciera que la recuperacion de ADN
viable para la PCR depende
particularmente de las condiciones
propias en la que se ha procesado
(fijado y parafinado) y almacenado el
tejido.

Las razones por las que la PCR a partir
de ADN aislado de parafinadas resulta
inconsistente, se pueden resumir, a
grosso modo, en baja cantidad o
ausencia de ADN blanco detectable,
presencia de inhibidores, degradacion
del ADN total blanco y fragmentacién de
los acidos nucleicos debido a la fijacion
en formalina [4,20].

II. Valoracion del estado de las
muestras de la CCSS: Los diferentes
porcentajes de amplificacién obtenidos
indican que el Método 2, aunque
laborioso, resulta eficiente para la
extraccion de ADN a partir de muestras
parafinadas. La extraccion de
fragmentos de ADN amplificables de

hasta 267pb fue eficaz, siempre vy
cuando el proceso de preservacion de
los tejidos se haya realizado
adecuadamente. Como muestran los
porcentajes de amplificacion altos
(mayores que 50%) de los servicios
HMP, HNN y HM. Seria de gran interés
evaluar las condiciones y vias de estos
servicios y compararlas con el resto de
servicios valorados, para eliminar puntos
criticos durante el proceso que provocan
la degradacion del ADN.

No fue posible determinar si existe una
correlacion entre la concentracion de la
formalina: al 15% (HNN) versus al 10%
(resto de los servicios), ni el efecto
negativo del tiempo de almacenamiento;
sin embargo, fue posible extraer ADN
amplificable de hasta dos afios (HTF).
Las diferencias claras entre la calidad
del ADN de los diferentes servicios de
anatomia patologica evidencian que las
practicas hospitalarias afectan de
manera directa la calidad de la muestra.
Estas practicas, que incluyen: tiempo
transcurrido entre la extraccion de la
muestra y la fijacion, tamafio del tejido,
periodo de uso del mismo fijador, la
calidad del mismo y la duracion de la
fijacion, estado del las embebedoras,
entre otras, estuvieron fuera del control
de esta investigacion.

Idealmente, los tejidos deberian ser
fijados inmediata y completamente
cuando son extraidos, esto eliminaria o
reduciria al maximo el tiempo de
prefijacion, para lo que resulta
indispensable la colaboracion directa de
todo el equipo médico involucrado.

Para poder corregir en un futuro estas
practicas, se debe tener en cuenta que
el proceso de preservacion de los
tejidos parafinados involucra a
diferentes areas hospitalarias (Cirugia,
Ginecologia, Medicina Interna,
Gastroenterologia, Dermatologia y el
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Servicio de Anatomia Patologica). A su
vez, esto conlleva la manipulacion de la
muestra por diferentes personas de

Conclusion:

El protocolo basado en la extraccion
fendlica, Método 2, probd ser el mas
eficiente para extraer ADN para ser
utilizado en la PCR, a partir de material
parafinado de la CCSS; sin embargo,
desventajas importantes como tiempo
de  procesamiento, toxicidad de
reactivos 'y costo  deben ser
considerados.

El fijador y el proceso de conservacion
de los tejidos utilizados por la CCSS
puede ser efectivo para la preservacion
de los acidos nucleicos. Sin embargo, el
dafio causado al ADN es posiblemente
determinado por las condiciones propias
de fijacién-parafinacion-almacenamiento
de los servicios de Anatomia Patoldgica
y otros relacionados con la extraccion
de tejido (cirugia, ginecologia, medicina
interna, gastroenterologia y
dermatologia).

Cuando se utiliza formalina buferizada al
10%, como agente conservador de
tejidos 'y acidos nucleicos se
recomienda: eliminar el tiempo de
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distinta preparacion
médicos, enfermeros,
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prefijacion, reducir la fijacidon a un rango
de 3 a 6 horas y fijar unicamente
porciones de tejidos de 0,5 a 1cm.

La necesidad de determinar un
diagnostico clinico concluyente por
medio de la patologia molecular va
aumentando con el tiempo, por lo que
es importante para clinicos e
investigadores hacer conciencia de los
factores que afectan negativamente la
calidad molecular de los especimenes y
de las medidas necesarias para
superarlos.

Se recomienda ademas ensayar la
capacidad de amplificacion de
fragmentos de un mayor tamafo
(>270pb), optimizar el protocolo de
extraccion basado en el Método 2,
aumentar el numero de muestras por
hospital, homogenizar el area de tejido
por muestra, tomar en cuenta tejidos
parafinados de diferente naturaleza y
determinar el efecto negativo del tiempo
en la conservacion.
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también a todas las personas
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