Influencia del método de desparafinacion y el
tiempo de almacenamiento en la extraccion
de DNA a partir de tejidos de archivo
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Los tejidos fijados en formalina y embebidogpeanafina son un material de incalculable valor para estudios retrospectivos que
requieran aplicar el andlisis molecular a muestras clinicas de archivo. Sin embargo, la extraccion del DNA a partir de este material
consume mucho tiempo y los reactivos usados pueden contribuir a su fragmentacion y contaminacion, dificultando de esta forma
su uso para pruebas moleculares. En este trabajo se analizaron cuatro métodos de desparafinacion y su efecto sobre la cantidad
y calidad del DNATodos los métodos mostraron una alta fragmentacion del DNA, con amplificacion de fragmentos de tamafios
menores a 200 pb. El método de microondas fue el Unico que permitié amplificacién de fragmentos de mayor tamafio, ademas de
presentar la ventaja de su simplicidad, poco tiempo de ejecucién y bajo costo. El tiempo de almacenamiento influyo, obteniéndose

amplificacién en muestras de 6 afios y no en muestras almacenadas por Saubsios.ULS 2004;36:73-79
Palabras clavesdesparafinacion, tejidos embebidos en parafina, reaccién en cadena de la polimerasa, microondas.

Formaline-fixed and paraffin wax embedded tissues are an invaluable source for retrospectives molecular analysis with clinical
correlation. However, DNA extraction from this type of material demands a prolonged time and the DNA is often highly
fragmented and contaminated by protein agents, making it inadequate for molecular purposes. Four methods to deparaffinization
are tested and compared the quality and quantity to DNA obtained. All techniques lead to DNA degradation but only short
sequences can be amplified, less than 200 bases in all methods. The most efficient method uses a microwave to melt the wax. This
method was quick, straighforward, cheaper and effective to amplify fragments the 450 pb. The time of storage influenced, with
amplification to specimens of 6 years and not in samples stored 10 adwsd ULS 2004;36:73-79
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| NTRODUCCION en parafina son de gran valor en el diagndéstico
histopatolégico al preservar la arquitectura y proteinas

Durante las ultimas décadas los andlisis de biologpsopias del tejido, es bien conocido que los acidos
molecular han empezado a jugar un papel clave enreicleicos extraidos de ellos tienen menor calidad que
campo de la patologia y cuando son bien aplicados tierles extraidos de tejidos frescos, dificultando el analisis
una alta precision diagnéstica y cada vez son méwlecular posterid!12 Esto se debe en primera
importantes en estudios genéticos y forenses. El mateii@tancia al fijador utilizado en la preservacién del
basico para la mayor parte del trabajo diagnéstico émjido'. Fijadores como la formalina, aldehidos y
Patologia siguen siendo los tejidos embebidos etcoholes ocasionan un entrecruzamiento de las hebras,
parafind?®, recurso fundamental e imprescindible amodificaciones en las bases y degradacion parcial del
momento de hacer estudios retrospectivos. La facilid&NA en la mayoria de los cagds!! Los otros factores
de procesamiento, almacenamiento y transporte sque pueden influir son el tiempo de almacenamiento, el
algunas de las ventajas mas renombradas de la inclusidétodo de desparafinacion utilizado y el método de
en parafina. Si bien es cierto que los tejidos embebidestraccion del material genético.

[ Bacteridlogo, UIS. En el proceso de desparafinacion de las muestras de
2 Bacteri6loga. MsC. Inmunologia.PhD. Profesor asociadarchivo el método mas comin y el mas utilizado es el que
Escuela de Bacteriologia. Facultad de Salud. UIS. Bucaramangace uso de solventes como el xileno y el etahsl

“I Grupo de Inmunologia y Epidemiologia MolecUIEM.  \jatodos alternos incluyen procesos térmicos en
Facultad de Salud|S. microondas y termocicladofeliminando el uso del
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Direccion: Carrera 32 No. 29 — 31. Oficina 419. Facultad eIIenOl o simplemente digestion directa del tejido para

Salud, UIS, BucaramangEeléfono: 6348228 - 6344000 Ext. extraer el DNA Algunos autores utilizaron tejidos sin
3198 - 3196. desparafinar y no encontraron diferencias ni en la
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Debido a que la condicion ideal del DNA que se va eentrifugd a 6.00@ durante 15 minutos. Se enfrié en
utilizar en estudios moleculares es que posea una difalo por 2 minutos y se removio el disco de parafina
pureza, una longitud suficiente y una proporcién dimrmado. El proceso se repitié cuando fue necesario. El
absorbancia 260:280 nm entre 1,6 y24& debe tener tejido se transfirié a un tubo, se realizaron dos lavados
especial cuidado al trabajar con estos tejidos, tanto eon PBS y se procedi6 a la digestion
el momento de la fijacion y la remocion de la parafina
como en la posterior extraccion y purificacion del DNADesparafinacion por termocicladetprocedimiento es
similar al anterigrpero se calent6 en un termociclador a
El objetivo del presente estudio es comparar distint@ °C por 10 minutos y se dej6 a 65 °C por un minuto. Se
métodos de desparafinacion de muestras de archiventrifugo, y se removio la parafina, el proceso se repitio
con el fin de optimizar la extraccion de DNA para sguando fue necesario. El tejido se transfirié a tubo, se
posterior utilizacion en la reaccion en cadena de fealizaron dos lavados con PBS y se procedi6 a la
polimerasa (PCR) con fines diagndsticos dligestior.
investigativos y determinar la influencia del tiempo de

almacenamiento en la calidad del DNA. Desparafinacion libre de xileno: se incubé la seccion de
tejido (alin en lalamina) a 60 °C por 10 minutos. Después
M ATERIALES Y METODOS de dejar el tejido a temperatura ambiente por 10 minutos,
se sumaggieron las muestras @ween 20 al 2 % a 90 °C
Tejidos por un minuto, luego se paso al bafio maria a 90 °C por 5

Los ensayos se llevaron a cabo a partir de tejido cardi&&gundos. Se enjuagé en agua tibia yse transfirio el
obtenido en el departamento de Patologia de la UI&jido auntubo de 1,5 ml para la digestion, luego de dos
Colombia. El tejido utilizado fue fijado en formol y lavados con PBS

embebido en parafina, segun el procedimiento de rutina

de este laboratorio. El tiempo de almacenamiento deigestion sin desparafinacion: a la seccion de tejido se
tejido usado para los diferentes procesos de afiadieron 100 plde soluci®&P(Tris 10 mM, EDRA

desparafinacion fue de un afio. 10 mM pH 8,0, proteinasa K 200 pg/ml). Las muestras se
digirieron por un a dos dias a 6¢°C

Se evaluaron y compararon cuatro métodos dgsado total
desparafinacion y no desparafinacion, todos los ensayogra obtener el lisado total, los tejidos se digirieron a
se realizaron por triplicado. Antes de empezar lgo °C en 120 pl de solucién de digestion sin SDS (Tris-
desparafinacion, cada muestra se lavo dos veces con RRE§j 50 mM, EDTA 1 mM pH 8,0,Tween 20 0,5%,
esteril pH 7,4 (137 mM de NaCl, 2,68 mM de KCI, 1,47 mMproteinasa K 20 mg/ml) durante 12 a 24 horas.
de NgHPQ,y 9,03 mM de KHPOx2H,0O) con el finde  posteriormente se dejaron hervir las muestras por 10
eliminar restos del fijador y contaminantes que pudieragfinutos para denaturar la proteinasa K y demas proteinas
inactivar la proteinasa K, utilizada en la etapa siguiente g&siduales. Las muestras se centrifugaron (350 4
digestion. Para cada ensayo se utilizaron cuatro secciomﬁutos) para remover el exceso de proteinas y el
de tejido de 4 um (1 chaproximadamente) las cuales s&obrenadante fue transferido a otro tubo. De la solucion
transfirieron a un tubo de 1,5 ml. obtenida se realizé una dilucién 1:10 para ser utilizada
como muestra blanco en la PCR.
Procedimientos de desparafinacion
Xileno/etanol: se afiadieron 200 pl de xileno a la seccidfxtraccion de DNA
de tejido. Después de calentar por 15 minutos a 37 °C |$@extraccion se llevé a cabo por el métodsateng
centrifug a 6.00@ por 15 minutos. Posteriormente seyyt?, Los tejidos se digirieron a 60 °C en 114 pl de solucién
removio el sobrenadante y se repiti6 el lavado con Xilenge digestion (fis-HCI 200 mM, EDR 40 mM pH 8,0,
Se lavé dos veces con 200 pl de etanol absoluto a 37465 5 %)y 6 pl de proteinasa K (20 mg/ml). El tiempo de
por 30 minutos. Se centrifugd y se dejo secar al aire. fiyestion varié entre uno y dos dias. Para precipitar las
tejido se resuspendi6 en 100 pl de PBS hasta la digesti@stoteinas se tratd con 150 pl de acetato de sodio 5 M, se
centrifugé a 6.00@ por 5 minutos y se transfiri6 el
Desparafinacion por microondas: se afadieron 200 l gbrenadante a otro tubo. Se agregaron 400 pl de
Tween 20 al 0.5 % a la seccion de tejido y se agit§opropanol para precipitar el DNA, sentiifugo y se
fuertemente. Posteriormente se calentd en microondagé con etanol al 70 %. El DNA se resuspendié en 50
de 600 W durante 2 minutos e inmediatamente $gde TE 1X.
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Amplificacion del DNA obteniéndose una mayor cantidad con tamafios arriba

Se realiz6 amplificacion enziméatica de genes human@§ 300 pb en el método libre de xileno (Figura 1). Cuando
como IL-4 que amplifica fragmentos de 195 pb y d&0 se_reallzo desparaf|n~amon la mayor parte del DNA
hormona de crecimiento humano (HCH) que amplificg@btenido presenté tamafios alrededor de 50 pb.

fragmentos de 450 pb. Las condiciones de los ensayos _, _ e
se resumen en Eabla 1. Tabla 2.Reaccion en cadena de la polimerasa para amplificacion

de DNA de genes humanos. La convencion utilizada muestra el

ero de pruebas positivas sobre el total de las muestras

. ... na
En los casos en los Cua_le,s no se observo amplificacion e@rﬁrgleadas para cada método de desparafinacion y en paréntesis
gel de agarosa se realizé una segunda PCR usando c8@esultados de la segunda PCR.

molde una alicuota de la primera. En estudios previos
observamos amplificacion en el 85% de las muestras negativas
sometidas a una segunda ronda de amplificacion

Método IL-4 HCH
. : : : o ; (195 pb) (450 pb)

Para evaluar la influencia del tiempo de inclusion del tejida

en parafina sobre la amplificacion por PCR se utilizaron 12 xjieno-etanol ~ PNA extraido 213 0/3 (2/3)
tejidos (restejidos por tiempo) embebidos en parafina Lisado total 2/3 0/3 (0/3)
con diferentes tiempoari mesunario seisy diezafios). Microondas ~ DIVA extraido 3/3 13 (213)
Estos ensayos se llevaron a cabo desparafinando por el Lisado total 3/3 213 (213)

DNA extraido 3/3 2/3 (3/3)

método de microondas y haciendo purificacion del DNA Termociclador

. 24 e ., e i
por salting out.” Para la amplificacion se utilizaron los Lisado total 313 013 (073)
iniciadores de IL-4 y hormona de crecimiento Libre de xileno ~ DIVA extraido 33 173 (2/9)
' Lisado total 313 0/3 (0/3)
. Sin DNA extraido 3/3 0/3 (1/3)
Electroforesis del DNA desparafinacion | isado tofal of3 013 (0/3)

La cantidad y calidad del DNA extraido por cada uno de los
métodos fe determinado corriendo las muestras en un gel
de agarosa (BioWhittaker Molecular Applications$4.)
al 1,2% tratado con bromuro de etidio y detectado con |
transiluminador de luz ultravioleta. Se utilizé el marcador ¢
peso molecular DNA Lambda/ Hindlll (Promega).

230 et
Los amplificados obtenidos fueron analizados pc #%ipt
electroforesis en gel de agarosa al 2% utilizando ui
alicuota de 10 pl. Se utilizé el marcador de peso Ge b

ruler 50 bp DNA ladder (Fermentas).

~200pa
4Mipa
ph
L
1L pd
REesuLTaDOS

El DNA analizado mediante electroforesis en gel d

agarosa mostrd degradacion, con el mayor contenido de

DNA en tamaiios que oscilaron entre 50-100 pb en Iélpura 1._Electrof(_)reS|s de DNA obtenido de tejidos embepldos
.. . ; en parafina. Carril 1, marcador de peso Lambda DNA/Hindlll
caso de los tejidos desparafinados con el método

! . ) - omega); carril 7, marcador de peso Gene ruler 100bp DNA
xileno-etanol (Figura 1). En los métodos que utilizaropqger (Fermentas U.S.A.); carril 2, método xileno/etanol; carril

calor como el microondas y el termocicladditamario 3, desparafinacién con microondas; carril 4, termociclador; carril
del DNA obtenido fue superigrentre 50-200, 5, libre de xileno; carril 6, sin deparafinar

Tabla 1.Reaccion en cadena de la polimerasa de genes humanos.

e 0
Gen Iniciador Secuencia Amplificado . C_onc T Ciclos Ref
(pb) iniciador  unién
IL-4 F 5 -TAA ACT TGG GAG AAC ATG GT- 3
IL-4 IL4- R 5" -TGG GGA AAG ATA GAG GAATA- 3 195 0.5 kM 53°C 45 21
HCH HCHF 5 -GCCTTC CCAACCATTCCCTT-3 450 0.1 uM 65°C 35 22

HCHR 5 -TCACGG ATT TCT GTT GTG TTT- 3’
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1 =2 3 s 5 & ¥ a 9 10 11 12 13 14

Figura 2. Amplificacion de IL-4 en tejidos embebidos en parafina. Carril 3 y 14, marcador de peso Gene ruler 50 bp DNA
ladder (Fermentas USA); carril 1, control positivo (DNA humano); carril 2, control negativo (sin DNA); carril 4 y 5 DNA'y
lisado total obtenidos por desparafinacion con xileno/etanol; carril 6 y 7 DNA y lisado total obtenidos por desparafinacion con
microondas; carril 8 y 9 DNA y lisado total obtenidos por desparafinacion con termociclador; carril 10 y 11, DNA y lisado
total obtenidos por desparafinacion libre de xileno; carril 12 y 13 PNgado total obtenidos sin deparafinar

1 2 3 L 5 5] T a8 8 10 11 12 13 14

400 pb

Figura 3. Amplificacién de hormona del crecimiento humano en tejidos embebidos en parafina. Carril 3y 14, marcador de peso
Gene ruler 50bp DNA ladder (Fermentas U.S.A.); carril 1, control positivo (DNA humano); carril 2, control negativo (sin DNA);
carril 4 y 5 DNA y lisado total obtenidos por desparafinacién con xileno/etanol; carril 6 y 7 DNA y lisado total obtenidos por
desparafinacién con microondas; carril 8y 9 DNAy lisado total obtenidos por desparafinacion con termociclador; carril 10y 11,
DNA vy lisado total obtenidos por desparafinacion libre de xileno; carril 12 y 13y0iSAdo total obtenidos sin deparafinar
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Figura 4. Reamplificacién de hormona de crecimiento hun@enil 3 y 14, marcador de peso Gene ruler 50bp DNA ladder (Fermentas USA); carril

1, control positivo (DNA humano); carril 2, control negativo (sin DNA); carril 4 y 5 DNAYy lisado total obtenidos por desparafinacion con xileno/etanal;
carril 6 y 7 DNA y lisado total obtenidos por desparafinacion con microondas; carril 8 y 9 DNA 'y lisado total obtenidos por desparafinacion con
termociclador; carril 10 y11 DNAY lisado total obtenidos por desparafinacion libre de xileno; carril 12 y 1§ Bisido total obtenidos sin deparafinar

Los resultados de la amplificacion se resuprelaTabla muestras procesadas por todos los métodos utilizados,
2, donde se observa amplificacion de fragmentos decluido el que no eliminé la parafina. Adicionalmente se
tamafios mayores a 450 pb (gen HCH), 2/3 cuando @atuvo amplificacion de los lisados totales diluidos 1:10
desparafind con calor y en el método libre de xilendfigura 2 y 3). En el caso de HCH, donde se realizé la
mientras que con fragmentos de tamafios pequefiossegunda PCR se obtuvo amplificacién, en por lo menos
195 pb (gen de IL-4) la amplificacién se obtuvo en lagn ensayo de treson todas la muestras, cuando se
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Tabla 3. Reaccion en cadena de la polimerasa para B&A |os &cidos nucléicos que se pueden obtgmarello se

genes humanos. La convencion utilizada muestra el nimerogign disefiado numerosos técnicas para desparafinar y

secciones positivas sobre el total de las secciones empleaggﬁaer el DNA, de tal forma que pueda ser usado en la
ara cada tiempo de almacenamiento. s '

P P realizacion de pruebas molecularé$s’

Tiempo de almacenamiento (lllg‘é?)b) (4';3’%[)) La mayoria de los métodos involucran tres pasos:
desparafinacion, digestion y purificacion. La disolucion

1 mes 9/9 0/9 de la parafina en xileno y etanol para la rehidratacion de

1 afio 8/9 0/9 los tejidos fue descrito en 1985 y es el método empleado
6 afios 5/9 0/9 en la mayoria de los laboratorios de patolégia

10 afios 0/9 0/9 _Posterlormente, se han d_es_arr()_IJado metodos_ gue
involucran calor para la eliminacién de la parafina,
1 2 3 4 5 6 7 digestién con proteinasa K y purificacién con fenol-

cloroformo o el uso directamente del Chelex-100, una

resina que permite obtener DNA de buena calidad en un

solo pasé % Algunos estudios reportan que no

encontraron diferencias en la calidad y cantidad del DNA

obtenido en los tejidos no desparafinados cuando se

FMph compararon con los desparafinddos

El propésito de este trabajo fue comparar cuatro métodos

de desparafinacion y no desparafinaciéon evaluandolos

Figura 5. Amplificacion de IL-4 en tejidos de diferentes edadespara su uso posterior en amplificacién enzimética

Carril 1, marcador de peso Gene ruler 50 bp DNA laddgxdicionalmente se evaluaron aspectos tales como

(Fertm?”tai,usgi\l‘fg" 2, CO;‘”C" qlegativo (Si”dDNg‘)aca”",|3tiempo, y facilidad del procedimientca calidad del DNA

control positivo umano); carril 4, un mes de edad; carri : ;

un afio ICc)ie edad; carril 6, 6 afios de edad,; carril 7, 10 afios de em%lar?allzada por electr.ofore5|s en ge! .de agarosa y su
integridad por su capacidad para amplificar fragmentos
de genes humanos de diferente tamafio

extrajo el DNA, pero con el lisado total solamente en el

método de microondas (ver Figurafiabla 2). La alta degradacién del DNA extraido observada con
todos los métodos utilizados, incluido el tejido sin

A partir de las muestras almacenadas en diferentgsparafinar comparado con nuestros estudios previos

tiemE)os se obtuvo amplificacion en aquellas~menore§jgnde se controld el proceso de fijacion, y la calidad de
10 afios y solamente con fragmentos de tamafios menqggStijadores utilizadds, muestra la importancia del

de 200 pb (@bla 3). proceso de fijacion previo a la inclusion del tejido en

parafina. EI método usado en el laboratorio de patologia

Discusion utiliza formol como fijadarEsta descrito que este reactivo

o la formalina no tamponada se oxidan a acido férmico
Las muestras de archivo de los laboratorios de patologi@nerando un medio acido, factor principal en la
tienen un incalculable valor dado que permiten hacéfgradacion del DNA, dado que a pH menor a cuatro
estudios moleculares a partir de muestras clinicas @@y hidrdlisis de los enlacgs glicosidicos de las
archivo. Para la realizacion de los estudios moleculargsirinas. En esta condicion las purinas son protonadas y
el DNA aislado de los tejidos debe ser de buena calidétilmente clivadas quedando la cadena abierta y el DNA
y en cantidad suficiente para poder obtener resultadagurinico es susceptible al clivaje por iones hidréxilo
satisfactorios.

A pesar de que la mayoria de los fragmentos de DNA se
El método de rutina utilizado para el almacenamiento @&contraron en tamafios que oscilaron desde 50-100 pb
estos tejidos es la fijacién en formalina e inclusién ey pocos arriba de 200 se obtuvo amplificacion del
parafina debido a los bajos costos, facilidad d&agmento del gen de IL-4 (195 pb) en todos los métodos
almacenamiento y a la preservaciéon adecuada de #&wlizados, demostrando que persisten fragmentos de
estructuras y proteinas tisulares. Desafortunadame@BA de mayor tamafio, aunque a una concentracion que
este método afecta tanto la calidad como la cantidad mealcanza a ser detectada por la electroforesis en agarosa.
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Se recomienda en la literatura que los blancos d& amplificacion al realizar una segunda PCR corrobora
amplificacién para muestras de archivo no almacenadas resultados obtenidos en nuestro estudio pfeyio
en las condiciones de fijacion y tiempo adecuadas debendescrito en la literaturaobre el aumento de la
ser lo mas pequefos positfé&: En el caso que se sensibilidad de deteccion usando este métédo
requiera amplificacion de fragmentos de tamafio mayor
se han descrito métodos de tratamiento del DNA previésn conclusién el método de microondas para
a la PCR con resultados satisfactortés desparafinar funciona mejaro sélo para amplificacion

por PCR de fragmentos de tamafios hasta 500 pb sino es
El método del microondas mostré mejores resultados A método rapido, simple y econoémico, ideal para ser
la amplificacién del gen de HCH cuyo fragmento Altilizado en el manejo de gran cantidad de muestras.
amplificar es de 450 pb ya que fue positiva en uno de tres
ensayos con DNA extraido y en dos de tres con lisatla amplificacion enzimatica se ve afectada por el tiempo
total. Este resultado estaria acorde con la técnica us@gaalmacenamiento de las muestras en parafina segun
para la demostracion de antigenos protéicos en lps resultados obtenidos, donde se logré amplificacion
métodos inmunohistoquimicos, en la cual con el simpf®n muestras de archivo de seis afios 0 menos. En la
calentamiento del tejido de archivo en agua caliente ¥€ratura se han reportado amplificaciones con muestras
aument6 dramaticamente la detectidPosteriormente desde uno hasta 30 afios 0 mas de almacenamiento y no
se utiliz6 la misma técnica para los estudios d$f observaron diferencias cuando se usaron diferentes

hibridizacién in situ (ISHYy de ISH fluorescente (FISH) métodos de desparafinacion, ni de purificacion del &cido
con aumentos significativos de la séfiaBhi y nucléicd. Probablemente el resultado obtenido se halle

colaboradores emplearon un método similar analizan fluenciado, no solamente por el tiempo de

ademas, el efecto del pH, observando mejor calidac? aclz,enami_.enth en parafina, sin(_) principalmente_por la
integridad del DNA a 120 °C y pH alcaliicEste método solucién de fijacién empleada previamente y por el tiempo

. . . deé)ermanenua en lamisma, uno de los parametros mas
ademas presenta la ventaja de ser muy simple, no requigere . L . .
) o : . ctuciales en la obtencién de DNA en cantidad y calidad
reactivos adicionales @lveen 20 y se realiza en un tiempo L
) . adecuadas para analisis molecufarés
corto, aproximadamente 25 minutos. Estos resultados son
importantes, especialmente en los casos en los cuales se

requiera manipular gran cantidad de muestras. AGRADECIMIENTOS

El método libre de xileno fue el mas rapido y sencillo (200s autores agradecen al. Dulio César Mantilla del

minutos) comparado con los demas métodos deepartamento de Patologia de la Facultad de Salud, por

desparafinacion como el Xileno/etanol (una horaguministrar los tejidos de archivo para la realizacion de

termociclador (35 minutos) y microondas (25 minutos)gste trabajo.
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tamafios mayores, pero en la amplificacion del gen de REFERENCIAS

HCH (450 pb) sd6lo uno de tres ensayos fue positivo con

DNA purificado y ninguno de los que utilizaron lisadd* Farkas D.H.,KauL K.L., Wieperauk D.L., KIECHLE

total. Este resultado puede deberse a la presencia deF.L. “Specimen collection and storage for diagnostic

inhibidores o a la concentracién @eeen 20 utilizada molecular pathology investigatiorrch Pathol Lab

en el procedimiento la cual ha sido descrita como posible Med1996;120:91-596

inhibidora de la PCR. 2 GiLLespie J.W, Best C., BicHseL V., CoLe K.A,,

GREENHUT S.E, HEWITT S.M.,AHRAM M., GATHRIGHT

Vale la pena destacar los resultados obtenidos con la Y-B-» MERINO M.J., StrausBerG R.L., EPSTEINJ.I.,

utilizacién del lisado total como molde para la amplificacién, HAMILTON S.R.,GANNOT G, BAiBAkovA GV, CALVERT

ya que existen reportes con resultados similares al de este”-S-FA¢ M.J.,Cruaui R.F, HErrING J.C. PrEFER

estudio donde muestran la disminucion de la sensibilidad J:FETRICON E.F, Lineran W.M., Durar PH., Bova

cuando se compara con el DNA purificaden este caso GS"EM.M ER.T_BUCK M.R. Evaluathr_l of non-_f ormalin
o G . tissue fixation for molecular profiling studiegtinJ

!a gt}ll_z,amon de_ la .d|Iu0|0n 1:10 que (_j!smlnuye_ la Pathol 2002;160(2):449-457

|nh|b|C|or115pudo’|anu|ren el resultadp po§|t|vo obtenidos  goun S..PeTrRerA F., NiccoLni B., Santa G “PCR

con algunos métodos de desparafinacion, en contrasteAna|ySiS in archival postmortem tissues’Clin

con un estudio previo realizado por nuestro grupo con pathol: Mol Pathol 2003:56:184-186

muestras similares en las cuales no se observo Sggry J.,Kuczyk M.A., PaEsLAck U., LICHTINGHAGEN

amplificacion con el lisado sin diléir R., Jonas U. “Quantitation of DNA extracted after



Salud UIS

10

11

12

13

14

15

16

micropreparation of cells from frozen and formalin-
fixed tissue sectionsAmJ Pathol 2000;156(4):1189-
1196 17
BieLawski K., Zaczek A., Lisowska U., DYBIKOWSKA

A., KowaLska A., Faikiewicz B. “The suitability of
DNA extracted from formalin-fixed, paraffin-
embedded tissues for double differential polymerase
chain reaction analysisiint J Mol Med 2001;8: 573-
578 18
CHaN PK.S.,CHan D.PC., ToK.F, Yu M.Y., CHEUNG
J.L.K.,CHENGAF. “Evaluation of extraction methods
from paraffin wax embedded tissues for PCR®
amplification of human and viral DNAJClin Pathol
2001;54:401-403

TeakHI A., Totos G, HAuserR-KRONBERGERC ., PETTAY,
BaunocH D., Hacker GW., Tuess R.R. “Fixation
conditions for DNA and RNAn situ Hybridization™
AmJPathol 1998;152(1):35-41
CoomesN.J.,GoucHA.C.,PrivroseJ.N. “Optimization
of DNA and RNA extraction from archival formalin- **
fixed tissue”Nucleic Acid Res1999;27(16)

PinTo AP, ViLLa L.L. “A spin cartridge system for
DNA extraction from paraffin wax embedded tissues”.
JClinPathol: Mol Pathol 1998;51:48-49

FaLkeHowm L., GRaNT C.A.,MacNussoNA., MOLLER E.
“Xylene-free method for histological preparation: A
multicentre evaluation’ab Invest 2001;81(9):1213-
1221

ReN Z.P, SALLSTROM J., SUNDSTROM C., NISTER M.
“Recovering DNA and optimizing PCR conditions™
from microdissected formalin-fixed and paraffin
embedded materialdPathobiology 2000;68:215-217
Seer R., Szago |., Upa H., SakamoTo H. “Rapid
techniques from DNA extraction from routinely
processed archival tissue for use in PCRClin
Pathol 1994;47:318-323

BreGARDA., Vu P, GEiTvik G, BorrESErDALE A.L.
“Promising method for DNA extraction from paraffin ,,
embedded archive materialBreast Cancer Res
2000;2(Suppl 1):P8.01

SreinA., RaouLt D. “A simple method for amplification
of DNA from paraffin-embedded tissuedlucleic
AcidRes1992;20(19):5237-5238

CeLeste C.N. “Diagnosis of infectious diseases: a
Cytopathologist’s perspective”. Clinical
Microbiology Review, 1998; 11: 341-365

SH S.R.CotERI.WUL., LuC. DatARR.,SHI Y., Liu 27
D.,Lim H.,TavLor C.R. “DNAextraction from archival
formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections

20

22

I NFLUENCIA DEL MET ODO DE DESPARAFINACION

the influence of pH”.J Histochem Cytochem
2003;50(8):1005-1011

WickHam C.L.,Boyce M., JoyYNERM.V., SarsriELD P,
WiLkins B.S.,JoNesD.B.,ELLARD S. “Amplification

of PCR products in excess of 600 base pairs using
DNA extracted from decalcified, paraffin wax
embedded bone marrow trephine biopsidsClin
Pathol: Mol Pathol 2000;53:19-23

TavLor C.R. “Pardiin section immunocytochemistry
for estrogen receptorhis time has come'Cancer
1996;77:2419-2422

SiBony M., Commo F., CaLLarp P, Gasc J.M.
“Enhancement of mMRNA in situ hybridization signal
by microwave heatinglLab Invest 1995;73:586-591
Ouiver K.R., HEaveEns R.P, SRiNaTsINGHII D.J.S.
“Quantitative comparison of pretreatment regimens
used to sensitive in situ hybridization using
oligonucleotide probes on paraffin-embedded brain
tissue”.J Histochem Cytochem 1997;45:1707-1713
NocucHi E., SHiBasaki M., Arinami T., Takepa K.,
YokoucH! Y., KawasHiva T., Yanacl H., MaTsulA.,
HamacgucHl H. “Association of asthma and the
interleukin-4 promoter gene in Japanes&inical

and Experimental Allergy, 1997; 28: 449-453
MuLLicHaN C.G.,MarsHALL S.E.,Bunce M., and
WELsH K.I. “Variation in inmunoregulatory genes
determines the clinical phenotype of common variable
immunodeficiency"Genesand Immunity, 1999;1:137-
148.

LeviNe S.,Perez G, OLivarResA., YEEH., Hanna B.,
BLazer M. “PCR-based detection @acillus
anthracis in Formalin-Fixed tissue from a patient
receiving Ciprofloxacin”.Journal of Clinical
Microbiology, 2002; 40: 4360-4362

AvuianaBl S.M.,MarTiNEZ I. “Universal and rapid salt-
extraction of high quality genomic DNA for PCR-
based techniquesNucleic Acids Research, 1997;
25(22):4692-4693

FLorez O.,GonzALEZ C.I. “Amplificacion por PCR de
tejidos de archivo: efecto de los fijadoreSalud
UIS 2004; 36(2):56-64

NiTTA Y., TANAKA H.,MasubAaY.,HosHi M. “The quality

of DNA recovered from the archival tissues of atomic
bomb survivors is good enough for the single
nucleotide polymorphism analysis in spite of the
decade-long preservation in formalid’Radiat Res,
2002;43:65-75

LeEHMANN U., Bock O., GLockNER S., KREIPE H.
“Quantitative molecular analysis of laser-
microdissected paraffin-embedded human tissues”.

based on the antigen retrieval principle: heating under  pathobiology 2000:68:202-208

79



