Amplificacion por PCR de tejidos de
archivo: efecto de los fijadores
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El diagnostico a nivel de los laboratorios de Patologia esta aprovechando las ventajas que ofrecen las técnicas moleculares, entre ellas
la alta sensibilidad, especificidad, estabilidad y facil manipulacién del DNA. La utilidad de los datos obtenidos a partir del analisis de
tejidos estéa directamente relacionada con la calidad de la muestra, la cual se puede ver afectada por las condiciones de manejo y
almacenamiento que pueden contribuir a su deterioro o degradacion. En este estudio se determind la calidad y la integridad del DNA
extraido de tejido cardiageor andlisis en electroforesis de agarosa y amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

de fragmentos de diferentes tamaaticionalmente se analiz6 la presencia de NArypanosoma cruz. Los mejores resultados

se obtuvieron cuando el tejido se congel6 sin la utilizacion de fijadores. De los fijadores el que mostro los mejores resultados fue la
formalina tamponada antes de su uso y el almacenamiento a -SWd ULS 2004;3656-64
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The diagnosis in Pathology is taking advantagiesexd by molecular approadhcluding, high sensibilityspecificity stability and

facility to manipulate DNAThe usefulness of data obtained from tissue analysis is related to specimenwjghlitpay be

affected by conditions of manipulation and storage that may contribute to its degradation. In this report the quality and integrity of
DNA obtained from cardiac tissues was measured for electrophoretic pattern and specific amplified polymerase chain reaction
(PCR) products to dirent sizes. DNAo T. cruzi was also amplified. Best results for PCR products were obtained with frozen
tissues without fixatives. Buffered-Formaline and incubation at —20 °C was the best fisadvad ULS 2004:3656-64
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| NTRODUCCION determinadas condiciones clinicas se ha visto la
importancia de las pruebas moleculares diagndsticas.

a Patologia clinica y la molecular han sufrido una

transformacion que ha llevado desde el estudle Utilidad cientifica de los datos obtenidos a partir del
histopatolégico, pasando por la utilizacién de |@nalisis de los tejidos esta directamente relacionada con

inmunohistoquimica hasta las técnicas moleculardd calidad de la muestra de tejido. Este deberia representar

Estas (ltimas empezaron con la reaccion en cadena di?[g1as cercanamente posible el tejiatavo pero existen
polimerasa (PCR) y la hibridacién situ, continuando 2/9unos factores, incluyendo el tipo de tejido, la hipoxia
con la transcripcion inversa-PCRTURCR), Northern-  @ntes de la excision, el metpdo de preservacion, ?,I tipoy
blot'y en la actualidad, dados los avances tan acelerad@mPo de almacenamiento, la congelacion y
de la biotecnologia, con la utilizacion de los biochips déescongelaciony los métodos de extraccion, que afectan
DNA y la proteémicaApartir del tamizaje de muestras/@ calidad de las biomolécuta®or ello es importante

de tejidos de archivo se han identificado nuevos gen@$finir 1as condiciones de manejo de los tejidos para

en canceres humarfdsy aln mas importante, en poder utilizarlos en los andlisis molecularedna
complicacién adicional es el hecho de que su

procesamiento no esté estandarizado en los laboratorios
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contrario, los entrecruzantes, tales como el formaldehidoNA obtenido, llevando a que sélo se puedan amplificar
glutaraldehido y paraformaldehido preservan lgagmentos con tamafios menores de 508H142°En
morfologia pero la preservacion y recuperacion de lansayos de RPCR usando RNAle higado, incubado
biomoléculas no es bueha. en diferentes tiempos con formalina tamponada y
amplificando fragmentos desde 133 hati&5 pb se
El método mas ampliamente utilizado en los laboratoriabservé como, a medida que aumentaba el tiempo de
de Patologia es la fijacién con formalina al 10% y posterififacion disminuia la capacidad de amplificacion de
inclusién en parafina. El uso de este método se prefidragmentos de mayor tamafioAdicionalmente, en
por la facilidad en el almacenamiento y el transporte. Estatudios con diversos genes a amplificee ha
solucién de “formalina al 10%” ha llevado a muchalemostrado la disminucion de la sensibilidad de la PCR
confusién porque realmente tiene una concentraciéemo consecuencia de los métodos utilizados para
aproximada de formaldehido de 3,7 % (w/v), ya que ggeservar |os tejidos. Ejemplo de ello son genes humanos
toma a partir de una solucién madre de aproximadameg@mo los de citocromo p450gliceraldehido-3-fosfato
37% Yy se diluye 10 vecesas condiciones recomendadagieshidrogenasa (GAPDHM) y APC*? y en
para la fijacion de las biopsias son, el uso de formaldehigiticroorganismos el rRNA 18s tte capsulaturtfy M.
tamponado durante 24 horas a 4 °C en oscuridad antedierculosisen biopsias hepaticés
incluir el tejido en parafina. En la realidad ésto no ocurre y
las muestras pueden permanecer fines de semankl bjetivo de este estudio fue evaluar el efecto de cuatro
temperatura ambiente y en muchos casos permanefegtodos de almacenamiento de tejidos: bajas
meses e incluso afios. Este tiempo afecta la calidad #nperaturas sin el uso de fijadores, bajas temperaturas
DNA debido a que el papel de la formalina es producion fijadores como alcohol al 70% (precipitante),
entrecruzamiento con las proteinas, principalmenf@rmalina tamponada (entrecruzante) y muestras
histonas que ayudan a mantener el empaquetamientoifi§luidas en parafina, sobre la amplificacion de
DNA en los cromosomas, de esta forma previene quelfggmentos de diferentes tamafios de genes humanos y
doble hélice de DNA se libere del complejo. La formaling€ Trypanosoma arzi
penetra el tejido en una proporcion de 0,5 mm/h, por lo
tanto, entre mayor tiempo permanezca el tejido en el fijador
mayor serd el entrecruzamiento y el DNA se puec:é.

fragmentat @ o el entrecruzamiento tan fuerte impide s

extracci6f™, El tamafio de los fragmentos producidoSQ‘e utilizarén biopsias de tejido cardiaco obten_idas_ en el
por el efecto de la fijacién depende del tipo de tejidoy %;iffartamento de Patologia de la UIS. Igas biopsias se
condiciones del proceso, la mayoria de los estudi acenaron durante 15 meses a —20 .C en formallna
reportan la generacion de pequefios fragmentos de e ﬁ@ponaq'a, en "?"C°h°' al 70% y sin medp de'
200 a 500 ph* preservacion. Ad|C|or)aIrpen_tfe una muestra se |n<,:luyo
en parafina con previa fijacion en formalina, segun el

- meétodo usado en PatologiBodos los ensayos se
Las técnicas moleculares en general, presentan venta}Jea

) - . aﬁizaron or triplicado.
relacionadas con la estabilidad misma del DNA, su P P
sencilla manipulacion y los altos niveles de sensibilid

y especificidad de los métodos para detectalin la Cada una de las biopsias se dividié en tres secciones

actughdad, Ia_E’CR es el metodo molecular mag, 1o mafog que oscilaban entre 3-Smemcepto la
amphlamer']te_utlllzado qon_excelentes resulf[ad.os talrE?opsia embebida en parafina de la cual se hicieron seis
en d'aQ“OS“CO' pronostico, como segwmlent_o ¥ortes de 4 pm por cada seccion. La desparafinacion se
tratamiento de_ enfermedgdes de _todo PG4iz0 siguiendo el método xileno/etaioCada seccion
Adicionalmente, tiene gran utilidad y amplio uso en Ig pigpsia previo al proceso de digestion se lavé tres
genotipificacion de muchos organismosEn 1as  \eces con una solucién de PBS pH 7,4 (137 mM de NaCl,
muestras patologicas seria una técnica igualmente Wilsgmm de KCI, 1,47mM de NEPO, y 9,03mM de
pero se ve afectada por los procedimientos a que @A PO x2H,0), para eliminar la presencia del fijador que
sometidos los tejidos para su preservacion pyede inhibir el proceso de digestion. Posteriormente se
almacenamiento. Las limitaciones estan dadas pordgaliz6 la digestion en tubos de 1,5 mL en buffer Tris-HCI
presencia de inhibidores como sales, BPfarafinay 100mM, EDT 0,04 M pH 8,0, SDS 0,5 % y 5 jde
formalina o la fragmentacion del DNA como se mencion@roteinasa K (20mg/mL) a 56 °C hasta cuando no se
anteriormente'*-*? La fragmentacion y entrecruzamientoobservaron fragmentos de tejido, indicador de una
del DNA afectan tanto la calidad como la cantidad debompleta digestion.

M ATERIALES Y METODOS

aI5igestién de las biopsias
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Extraccion de DNA repetida de 188 pb. El tampdn de reaccién de PCR contenia
La extraccion del DNA se realiz6 utilizando un kit comercialina concentracion final de 200 uM de dNTPs, 2 mM de
(CorpoGen; Santa Fe de Bogota, Colombia). El DNMgCI,; 0,5 uM de cada iniciador; 0,12 U @iecanTq
obtenido se resuspendi6 en un volumen fin@GleL. DNA polimerasa (CorpoGen) y 1pL de lisado total o DNA

. en un volumen final de 20 pL. Después de una
Electroforesis del DNA denaturacion inicial (5 min a 94 °C) se programaron 45
La electroforesis se realiz6 en geles de agarosa al 1,%f4os de amplificacion asi: denaturacion a 94 °C por 1
corridos durante 30 minutos. EI DNA se visualizé en Ugin, anillamiento a 57 °C por 10s y extensién a 72 °C por

transiluminador con el uso de bromuro de etidio. Comgos, con una extension final a 72 °C por 7 #hih.
marcador de peso molecular del DNA se utilazdbdd

Hind Ill (Promega Corporation; U.S.A.). e PCR de hormona del crecimiento humaise:
. . emplearon los iniciadores HCHF/HCHRapla 1) que
Amplificacién por PCR amplifican una secuencia de 450 pb presente en el

Se usaron iniciadores que amplifican fragmentos Gficleo y de copia Unica. El buffer de reaccién de PCR
diferentes tamafios de DNA humanoy DNA del parasi@ntenia una concentracion final de 200 pM de dNTPs,
(Tabla 1). Para la amplificacion del D& utilizé tanto 3 mMm de MgC}; 0,1 pM de cada iniciador0,6U de
lisado total sin extraccion de DNA, como DNA purificado:Tycanig DNApolimerasa (CorpoGen) y 1jae lisado
total o DNA en un volumen final de 20 yL. Después de
* PCR del kinetoplasto de cruzi se emplearon los yna denaturacién inicial (5 min a 94 °C) se programaron
iniciadores S35/S36tdbla 1) que amplifican una 35 ciclos de amplificacién asi: denaturacién a 94°C por
secuencia de 330 pb ubicada en los minicirculos delnin, anillamiento a 65 °C por 45 s y extensién a 72 °C
DNA del kinetoplasto del parasito. El tampén de reaccigfor 45 s, con una extension final a 72 °C por 1¢min
de PCR contenia una concentracion final de 200 uM de
dNTPs, 3 mM de MgGJ 0,6 pM de cada iniciador2,5 « pPCR de HLADR-B se emplearon los iniciadores A/B
U deTucanq DNApolimerasa (CorpoGen) y 1jdle  (Tabla 1) que amplifican una secuencia de 280 pb presente
lisado total o DNA, en un vomen final de 20 UL. en el ndcleo y de copia Unica. El buffer de reaccién de
Despues de una denaturacion inicial (5 min a 94 °C) &R contenia una concentracion final de 200 uM de
programaron 25 ciclos de amplificacion asigNTPs, 5 mM de MgGl1 uM de cada iniciador; 0,25 U
denaturacion a 94 °C por 1min, anillamiento a 60 °C p@fe Tucanaq DNA polimerasa (CorpoGen) y 1 jde
1 miny extension a 72 °C por 2 min, con una extensidigado total o DNA en un volumen final de 20 L. Después
final a 72 °C por 10 mity* de una denaturacion inicial (30 s a 95 °C) se programaron
32 ciclos de amplificacién asi: denaturacién a 95 °C por 1
* PCR del nacleo decruzi se emplearon los iniciadores min, anillamiento a 60 °C por 1miny extension a 72 °C por
TCZ1/TCZ2 (Tbla 1), que amplifican una secuencia min, con una extension final a 72 °C por 10 #in.

Tabla 1.Secuencias de los iniciadores usados en los ensayos dpBOpares de bases; KDNA= DI kinetoplasto; nDNA= DNA
nuclear del parasito; HCH= hormona del crecimiento humano; HLA DR-B= antigeno leucocitario humano DR; IL-4= interleuquina 4

DNA Oligonucledtido Secuencia Amplicon
blanco (pb)
KDNA S35 5 -AAA TAA TGT ACG GGT GAG ATG CAT G- 3’ 330

S36 5 -GGG TTC GAT TGG GGT TGG TG- 3°
ADNA TCZ1 5 -CGA GCT CTT GCC CAC ACG GGT GCT- 3" 188
TCZ2 5 -CCT CCA AGC AGC GGA TAG TTC AGG- 3’
HCH HCH F 5 -GCC TTC CCA ACC ATTCCC TT-3 450
HCH R 5 -TCACGG ATT TCT GTTGTG TTT- 3"

HLA HLA A 5 -GAT CCT TCG TGT CCC CAC AGC ACG- 3° 280
DR-B HLA B 5 -CCG CTG CAC TGT GAA GCT CTC- 3’

IL-4 IL-4 F 5 -TAA ACT TGG GAG AAC ATG GT- 3 195

IL-4 R 5 -TGG GGA AAG ATA GAG GAA TA- 3’
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* PCR de Interleuguina 4e emplearon los iniciadoresy un barrido de fragmentos de diferentes tamdimws.
IL-4F/IL-4R (Tabla 1) que amplifican una secuencia déejidos almacenados sin medio de preservacion 8G20
195 pb presente en el ndcleo y de copia Unica. El buffer

de reaccion de PCR contenia una concentrdiciéhde

200 uM de dNTPs, 3 mM de Mgg,5 uM decada 7
iniciador, 0,025 U dducan®q DNApolimerasa (CorpoGen) 8
y 1 pL de lisado total o DNA en un volumen final de 20 pL.
Después de una denaturacion inicial (5 min a 94 °C) se ..,
programaron 45 ciclos de amplificacion asi: denaturacion a

94 °C por 305, anillamiento a 53 °C por 30 sy extensiéna 72 °C

por 30 s, con una extension final a 72 °C por Fin.

(=) Al

Formalina

pm FParalins

-w

* PCR de productos amplificade® utiliz6 una alicuota

de la primera amplificacién como molde para la realizacién

de una segunda PCR, este ensayo so6lo se practicé a la:

secciones de la biopsia incluidas en parafina que no

amplificaron en la primera PCR. Figura 1. Electroforesis del DNA extraido a partir de biopsias
almacenadas en diferentes fijadores.

m el
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X

Electroforesis de los amplificados

La electroforesis se realizé en geles de agarosa al 1,2 % 1pm2 3 45678
corridos durante 30 minutos. El amplificado se visualizé
en un transiluminador con el uso de bromuro de etidio. 500 pb
Como marcador del tamafio del amplificado se utiliz6 Gene .
Ruler™ 100 pb DNA Ladder (MBI Fermentas; U.S.A.). 9 pm 1011 121314 15 16
REsuLTADOS 000t
330 pb

Digestion de los tejidos y utilizacion de

lisado total Figura 2. Electroforesis de productos amplificados del kDNA

El tiempo de digestion del tejido cuando las biopsigd trypanosoma cruzi*PM = peso molecular, lineas 1y 9

fueron prelavadas con PBS fue de 48 horas compard@trol positivo, lineas 2 y 10 control negativo, lineas 3-5

con las biopsias sin prelavar en las cuales no se Io(ﬁjgpsm fijada en etanol al 70%, lineas 6-8 biopsia fijada en

digestion completa luedo de 96 hordicionalmente ormalina tamponada, lineas 11-13 biopsia fijada en formalina
9 . . P 9 hy ’ inclusién en parafina y lineas 14-16 biopsia almacenada sin

las b|opS|a.s' preIaanas no requirieron aumento de Jagio de preservacién a -20°C.

concentracién de enzima recomendada (10ug).

En ninguno de los ensayos de PCR en los cuales se

1pm 2 345678
utilizé directamente el lisado total para la amplificacién, -

tanto de genes humanos como del microorganismo, se 500 gb

obtuvo amplificacién. 185 pb

Calidad e integridad del DNA 9 pm 1011121314 1516
La calidad del DNA fue determinada por electroforesis en

geles de agarosa y la integridad por amplificacion de 500 b

diferentes genes. Elosdetresensayos el DNA extraido 195 pb

a partir de las biopsias fijadas en formalina tamponada migré
en el gel de agarosa con la presencia de una banda deFaIto 3. Electroforesis d duct lificados del nDNA d
peso molecular bien definida y un bandeo de fragmen gura 3. Hleclroloresis de productos ampliicados del n N

i 7os d ias kilob ) répanosoma cruzitPM = peso molecular, lineas 1 y 9 control
que oscilaron en tamanos de varias kilobases a Clento% Stivo, lineas 2 y 10 control negativo, lineas 3-5 biopsia fijada en

pares de baseligura 1) Endosdetresensayos realizados etanol al 70%, lineas 6-8 biopsia fijada en formalina tamponada,
con los tejidos fijados en etanol al 7G#MDNA en el gel de  |ineas 11-13 biopsia fijada en formalina e inclusion en parafina y

agarosa mostro una banda nitida de alto peso molecuitaas 14-16 biopsia almacenada sin medio de preservacion.a -20°C
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Tabla 2. Reaccion en cadena de la polimerasa para Déldypanosoma arzi y genes humanos (la muestra se analizé por

triplicado). La convencion utilizada muestra el nimero de pruebas positivas sobre el total de las pruebas realizadas por cada

método de preservacion. La relacién incluida en paréntesis sefiala los resultados de la segunda amplificacion por PCR.

BIOPSIAS DNA deT. cruz DNA humano
kDNA  nDNA HCH HLA DR-B IL-4
Alcohol al 70% (-20 °C) 3/3 3/3 0/3 (2/3) @133) 3/3
Formalina tamponada (-20 °C) 3/3 2/3 0/3)(3/13  3/3 3/3
Formalina-Parafina 3/3 2/3 0/3 (3/3) 0/3§3/3 0/3 (3/3)
Sin medio (-20 °C) 3/3 3/3 1/3 (2/2) 2/R1j1 3/3

1ipm 2 3 4 56 7 8B ipm 23 48 & 7 &
| L

L1
.

9 pm 1011121314 1516 @ pm 10 11 12 13 14 15 18

i
.

Figura 4. Electroforesis de productos amplificados del gen dEigura 6. Electroforesis de productos amplificados del gen de

. o .
r110rrgonatdelcrec!:_nlenltp humfzinoioPM—tsto mot_lecu:fir, line erleukina 4.*PM=peso molecular, lineas 1 y 9 control
y 9 control positivo, linéas 2 y .U control negativo, fineas ositivo, lineas 2 y 10 control negativo, lineas 3-5 biopsia

5 biopsia fijada en etanol al 70%, lineas 6-8 biopsia fijada flada en etanol al 70%, lineas 6-8 biopsia fijada en formalina

formalina tamponada, lineas 11-13 biopsia fijada en formahrl mponada, lineas 11-13 biopsia fijada en formalina e inclusion

€ |ndc_lu3|on en paraﬂ_r]a y “;gfcs 14-16 biopsia almacenada 2 parafina y lineas 14-16 biopsia almacenada sin medio de
medio de preservacion a - . preservacion a -20 °C.

1pm 2 3 4867 8

La integridad del DNA ensayada por la amplificacion
con PCR de genes humanos y de parasito, en los tejidos
almacenados en formalina tamponada, mostro
amplificacién en los dos ensayos utilizados para
detectar DNA del parasito y en dos de los tres para
detectar genes humanos; no se obtuvo amplificacion
en el caso del gen de hormona de crecimiento humano.
(figuras 2-6,Tabla 2) En las biopsias almacenadas en
alcohol se obtuvo amplificacion con DNA del parasito y
Figura 5. Electroforesis de productos amplificados del gewon uno de los tres ensayos de genes humanos (IL-4).
HLA DR-B.*PM = peso molecular, lineas 1 y 9 controlLos tejidos fijados en formalina y posteriormente
positivo, lineas 2 y 10 control negativo, lineas 3-5 biopsigycluidos en parafina mostraron amplificacién por PCR

fijada en etanol al 70%, lineas 6-8 biopsia fijada en formali | .
AN ) X "Ehlamente del DNA daypanosoma cruzy no en los
tamponada, lineas 11-13 biopsia fijada en formalina e inclusion yp ¥

en parafina y lineas 14-16 biopsia almacenada sin medio %E”e?' humanos (figuraa 2161,b|a_2). En_el caso de las L
preservacion a -20 °C. biopsias almacenadas a -20 °C sin medio de preservacion

se obtuvo amplificacion, tanto en los de DNA del parasito
presentaron varias bandas de alto peso molecular y &#no en los de DNAumano (figuras 2-6abla 2). En
bandeo de fragmentos de tamafio variable. En el casd@®Casos en los que no se observo amplificacion con la
los tejidos fijados en formalina y posteriormentédrimera PCR y se realiz6 una segunda PCR con una
incluidos en parafina no se observdo DNA en lalicuota de la primera, los resultados fueron positivos
electroforesis en gel de agarosa (Figura 1). (Tabla 2).

9 pm 101112 13 14 1516
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Discusion Rutinariamente para la evaluaciéon histolégica, las

muestras de tejidos son fijadas en formalinay embebidas
Las muestras patoldgicas de archivo son de incalculal@e parafinaAunque la arquitectura del tejido y las
valor para hacer estudios moleculares retrospectivgspteinas son preservadas, la extraccion de los acidos
aprovechando la gran cantidad de tejidos almacenaduagcléicos puede ser dificil, produciendo la degradacién
y el desarrollo de la tecnologia del DNA recombinantelel material genétiéd El amplio uso de la formalina esta
que permiten comparar el analisis morfologico con lan relacién con las ventajas que ofrece, como lo son: el
investigacion de los acidos nucléicos y la correlacidoajo costo, la facilidad de uso, la preservacion de las
clinica. Estos procedimientos posibilitan el estudio dearacteristicas morfolégicas y celulares y su
enfermedades genéticas, la identificacién de moléculaempatibilidad con el uso de técnicas de
o marcadores que no se pueden determinar de otra formmanunohistoquimica. De otro lado, el excesivo
el andlisis de los niveles de expresion de proteinas oglatrecruzamiento con las proteinas y otras
presencia de microorganismos que estén en muy bafasdificaciones sobre los 4cidos nucleicos llevan a
concentracioné&% Sin embargo, la confiabilidad de losdegradacion, fragmentacion, metilacion y alcalinizacion
resultados depende de la calidad de la muestra, la cdal DNA afectando su calidad y cantidad y por lo tanto
esta directamente relacionada con los métodos utilizadgglesarrollo de la PCR"21:31-33
en el procesamiento de los tejidos. Estos métodos
garantizan la estabilidad morfoldgica del espécimen pbin este estudio la calidad del DNA fue analizada por
largos periodos de tiemjppero la obtencion de los electroforesis en gel de agarosa y por amplificacion por
acidos nucléicos puede ser dificil, principalmente por BRCR. En las muestras fijadas en formalina tamponada,
degradaciofit* 417 E| objetivo de este estudio fuesegun el corrido electroforético en gel de agarosa, el DNA
determinar el efecto de diferentes condiciones dextraido mostr6 una calidad superior a la obtenida a partir
almacenamiento sobre la calidad del DNA obteniddle las muestras que utilizaron otros fijadores como alcohol
evaluado por electroforesis en gel de agarosa y capaci@d 0%, formalina e inclusion en parafina o no uso de
de amplificacion por PCR. fijadores y almacenamiento a —20 ®g(ra 1). El hecho

de no observar DNA en la electroforesis en gel de agarosa
En el proceso de digestion, los tejidos lavados con PB8ando los tejidos fueron fijados en formalina e incluidos
requirieron un tiempo menor para obtener la digestig parafina podria ser debido a una alta fragmentacion del
total y no se requirié aumentar la concentracion de enzifRNA, principalmente por la utilizacion de formalina no
(10 pg) debido a la eliminacién de los fijadores en ékmponada como fijador y almacenada a temperatura
proceso de lavado. La concentraciéon de proteinasad@biente antes de la inclusion del tejido en parafina
utilizar depende de la cantidad y calidad del material; &mbién pueden estar relacionados con el tiempo de fijacion
considera que la digestion proteolitica esté @ 56 horas), que lleva a un mayor entrecruzamiento
correlacionada con el tiempo de fijaci&ise recomienda disminuyendo la cantidad de DNA aislado.
llevar a digestion total (tampon claro) y si no es posible,

centrifugar para eliminar los restos celulares ya que lgg integridad del DNA demostrada por la amplificacion
proteinas pueden inhibir la PCR. por PCR de genes humanos y de parésito en el caso de
formalina tamponada se obtuvo tanto con DNA nuclear
Numerosos estudios utilizan para el proceso dgmo de kinetoplasto del parésito (figuras 2, 3) y en genes
amplificacion el lisado obtenido directamente de laumanos con tamarfios del fragmento a amplificar
digestion de la muestra, el cual solamente es calentagienores a 450 pb (figuras 4 - 6), La no amplificacion en el
para denaturar la proteinasa y centrifugado pataso del gen de hormona de crecimiento humano fue
eliminar restos celulargs'*: La sensibilidad de la debida probablemente al tamafio del producto a
PCR es menor cuando se utiliza lisado total comparadmplificar, siendo esta causa una de las constantes fallas
con el uso de DNA purificadd En este ensayo no seen la amplificacion de muestras provenientes de tejidos,
obtuvo amplificacién con el lisado total,dado que lafragmentaciony modificaciones irreversibles
probablemente debido a la presencia de inhibidoreel DNA ocurren al azar y aumentan en relacién con el
de la DNA polimerasa que son eliminados en el proceiempo de almacenamieitd_a recomendacion cuando
de extracciéon y purificacion del material genéticose pretenden amplificar muestras de archivo con
Algunos autoreseportan como alternativa el reemplazdiempos de fijacion prolongados es disminuir en lo
del tampdn de proteinasa por el de PGRa dilucion posible el tamafio de los fragmentos a amplifit&r2
1:10 del lisad8. En algunos casos realizar procesos de reconstruccion
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o restauracion parcial de DNA, o cuando se presentasensibilidad y especificidad de los ensayos se
metilacion es suficiente con calentar el &cido égol recomienda utilizar PCR anidada, hibridacion con sondas
antes de la amplificaciéh internas o una segunda PER

La amplificacion solo de DNA del parasito y no del humanba biopsia almacenada sin medio de preservacion a -20°C
en las PCR de tejidos provenientes de parafina puemestrd los mejores resultados en la amplificadiénto
explicarseporque los genes del parasito utilizados compara los blancos de DNA del parasito como para los de
blanco de amplificacién son altamente repetidos BNA humano; este método de almacenamientoefu
diferencia de los genes humanos que son de copid®nicanico en el que se observé amplificacion en un segmento
Adicionalmente el parasite encontraba en cantidadde los tres empleados para un gen humano de copia Unica,
suficiente ya que pudieron ser observados por histologémn el cual el tamafio del fragmento a amplificar era de 450
pb. (Tabla 2figuras 2,3,4,5 6) Este resultado podria indicar
Las muestras de tejidos éptimas son aquellas queqee al no usar tampones de preservacion y a una
congelan inmediatamente después de su extraccion, ®mperatura adecuada de almacenamiento, el DNA sufre
embargo, este procedimiento no es practico por el alteenos fragmentacion permitiendo la amplificacion de
costo que representa para los laboratorios. Una budregmentos de mayor tamafiBste resultado corrobora
alternativa seria el uso de fijadores precipitantes comogele los fijadores empleados para preservar los tejidos
alcohol. El etanol no se utiliza tan ampliamente como fijad@on los responsables del deterioro del DNA, ya sea por
dado que no es un preservante tan fuerte como la formalifragmentacién o por entrecruzamienfg?1315-17.32.33,37,38
sin embargo, es un método Util para cuando se requiere
aislar RNApara pruebas deTFPCR, PCR cuantitativay En el diagnéstico de enfermedades infecciosas de
en general, analisis de expresion de geéh&stambién importancia en patologia humana y veterinaria se utilizan
seria (til cuando se necesita amplificar fragmentos de DNAétodos convencionales para detectar el
de tamafios relativamente altos o cuando se cuenta ooicroorganismo, entre ellos estan los microbioldgicos,
biopsias de pequefio tamafio. seroldgicos y de inmunohistoquimica con resultados
variables. Los métodos moleculares son una alternativa
La calidad del DNA de las muestras fijadas con aIcoh9I representan estudios complementarios que
fue adecuada segun lo observado en la electroforesisdgcionalmente pueden llevar a la clasificacion del
agarosa. Los resultados de la amplificacion por PCRicroorganismo. La utilizacion de estos estudios se ha
donde se obtuvo amplificacion con DNA del paidgi  jqq incrementando, tanto para el diagnéstico individual
con uno de los genes humanos, no se correlacionan ¢@fo para estudios epidemiolégicos. Las muestras a
los publicados, donde la fijacion con el alcohol muestigijizar varfan dependiendo de la patologia, pero en
resultados similares en la amplificacion a los de Iachos casos es importante su deteccién en los tejidos,
formaling®. Nosotros sugerimos que puede ser debidQ,eciaimente cuando su cantidad es minima y no son
al tlempg en el cual el tejido permanecio en el flja(EiOF Ydetectados en los analisis histolégicos o
que esta reportado que el aumento en el periodo g, \nohistoquimicos; este es el caso de su deteccién

almacenamiento incide directamente en la cantidadeyl muestras provenientes de pacientes con sospecha
calidad de los acidos nucleicos obtenifeio explicaria e enfermedad de Chagas.

la amplificacién Unicamente con el gen humano de IL-4

que amplifica el fragmento de tamafio mas pequefio. Los estudios de tejidos en miocardiopatia chagésica

Vale la pena resaltar que con todos los métodos, excepE§€N como objetivo determinar que la presencia del
parafina, se obtuvo amplificacion en los genes humanB@&rasito es la causante del proceso patologico y no es
cuando el tamafio del fragmento a amplificar fué mengebida a un proceso autoinmgfié*: Adicionalmente,

de 200 pb (Figura 6) lo cual estaria de acuerdo conR&rmiten clasificar el parasito presente en el tejido,
recomendacién de amplificar en lo posible fragmentgstableciendo el tropismo por el mismo. Por esta razon
pequefios a partir de muestras provenientes ##lizamos en este estudio una muestra de tejido cardiaco
biopsia§°®2-*7 Al realizar una segunda PCR con un&n la cual se detect6 la presencia Tetruzi por
alicuota de la primera, los resultados fueron positivdgstopatologia. Los resultados de la amplificacion de DNA
corroborando los resultados anteriores e indicando digl parasito en los tejidos almacenados en todas las
presencia de amplicones cuya cantidad no alcanzé a eendiciones probadas y con los dos blancos de diferente
detectada, probablemente por la sensibilidad de tamafio (figuras 2,3) muestran que es recomendable la
electroforesis en gel de agarosa (nivel de detecci@mplificacién de DNA de copia multiple para obtener
minimo, 5 ngr (&bla 2)}*2°343 Para aumentar la resultados adecuados en la PCR.
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En resumen, de los métodos analizados pafa RenZ.P,SaLLsTrom J.,SunpsTRoMC.,NisTERM., and
conservacion de tejidos y calidad de las muestras para OLsson Y. “Recovering DNAand optimizing PCR
su uso en PCR, los mejores resultados se obtuvieron conditions from microdissected Formalin-Fixed and
con los tejidos congelados rapidamente a una Parafin-Embedded material’Pathobiology
temperatura de -20°C sin emplear ningin medio de 2000;68:215-217

preservacion; dado que éste es un método dificil de Lenmann U., andKreireH. “Real-Time PCR analysis
aplicar en la rutina de un laboratorio de Patologia, el of DNA and RNA extracted from formalin-fixed and
método alternativo es el uso como fijador de la formalina paraffin-embedded biopsiedlethods2001; 25:409-
tamponada; este método mostré6 mejores resultados en418

la electroforesis de agarosa y en la amplificacion de 18s Mucro-Cacro C. “In situ PCR. Overview of
diferentes genes analizados. Es recomendable tener enprocedures and applicationsFrontiers in
cuenta el uso del alcohol al 70% cuando se van a realizar Bioscience 21997;2:¢15-29

estudios de expresion génica, ya que permite &l ScHoepPRJ.,MoriN MD., MarTINEZ M., KuLESH D,
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