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RESUMEN

Maria José Villalobos Quesada’

A partir del desarrollo de la anatomia patoldgica se ha llegado a sustraer
informacion a nivel molecular de los tejidos, conformando una nueva
rama: la patologia molecular. Las muestras fijadas en formalina y
parafinadas, ampliamente utilizadas, son una invaluable fuente de
informacién que puede ser aprovechada mediante técnicas moleculares y
especialmente la PCR. Respondiendo a nuevas necesidades de
diagnéstico anatomopatolégico, este proyecto evalué diferentes
protocolos de extraccibon de ADN a partir de bloques parafinados
pertenecientes a la CCSS y la calidad y viabilidad del ADN para la PCR.
Se encontr6 que el protocolo mas efectivo es el basado en extraccién
fendlica 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 de esta institucion.

Palabras Clave: anatomia patologica, patologia molecular, PCR, ADN,

bloques parafinados, CCSS.
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INTRODUCCION

“La informacion que se esté obteniendo en el estudio de las enfermedades
al aplicar las técnicas de la biologia molecular, est4 revolucionando la
practica de la medicina de forma que los anatomopatdlogos, sino somos
capaces de incorporarnos a este nuevo mundo del diagnostico molecular,
perderemos nuestro papel fundamental como diagnosticadores y
alteraremos de forma irrevocable nuestra relacion con los clinicos. Esta
nueva interpretacion de la enfermedad en términos de la patologia
molecular, no implica una renuncia y olvido de todos los conocimientos y
técnicas que hasta ahora hemos adquirido con la patologia celular; por el
contrario, al actualizarse a un nuevo nivel de organizacion biolégica, se
comprende mejor la integracion de todos, de forma que el panorama de la
enfermedad se actualiza desde un nivel molecular hasta el conjunto de
signos y sintomas que el médico aprecia en la cabecera del enfermo.”

Sanz (2002).

En torno a la anatomia patolégica se ha generado una nueva
subespecialidad: la patologia molecular, en respuesta a las necesidades
de las recientes corrientes de conocimientos, especificidad y complejidad
de los diagnésticos. Esto ha permitido aplicar técnicas pertenecientes a la
biologia molecular, como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés), para ayudar a la aclaracion de diagnésticos
complejos.

En lesiones tumorales e infecciosas complejas, se han descrito y validado
multiples aplicaciones de la PCR para el diagndstico clinico de alto
rendimiento, alta especificidad, costo accesible y que disminuye el tiempo
de analisis (Wistuba, 2001).

Ejemplos especificos de la aplicacion de la PCR incluyen la deteccion de
agentes infecciosos como bacterias (Bartonella henselae, enfermedad del
araflazo de gato) y virus (como el Papilomavirus Humano, VIH, Epstein-
Barr y virus Herpes en huéspedes inmunosuprimidos) (Basualdo et al.,
2004; Gravitt et al., 2000; Margolis et al., 2003; Zeaiter et al., 2002).
Asimismo, en la patologia oncologica se han abierto las puertas al
diagnéstico de la monoclonalidad en linfomas (rearreglo de receptores de

1
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antigenos) y deteccion de translocaciones que definen ciertas
enfermedades neoplasicas (linfomas, sarcomas y leucemias) (Hodges et
al., 2003; Rockman, 1999).

En algunos diagnosticos, se ha logrado establecer ventajas con el uso de
las técnicas moleculares y muy especialmente con la PCR, comparados
con otro tipo de técnicas tradicionalmente utilizadas. Por ejemplo, en los
altimos afios, esta técnica ha demostrado ser diez veces mas sensible en
la deteccidn de reordenamientos clonales que la técnica de Southern Blot,
por lo que se ha convertido en el método méas usado para los estudios de
linaje y clonalidad en las enfermedades linfoproliferativas (Garcia et al.,
2002).

Sin embargo para lograr realizar estudios de este tipo, la recuperacion de
acidos nucleicos en buen estado y libre de inhibidores, es imprescindible.
Factores presentes durante el proceso de fijacion y parafinacién afectan
directamente la calidad del ADN de los bloques de parafina (Cao et al.,
2003; Libdrio et al., 2005).

En Costa Rica, se han realizado pruebas preliminares que han arrojado
resultados valiosos respecto del estado del acido nucleico de los tejidos
parafinados. Estos han sugerido limitantes de calidad y cantidad de ADN
optimo para PCR, lo que podria afectar el tipo de andlisis o restringir la
antigiiedad de los bloques parafinados utilizados en este tipo de analisis
(Jiménez, 2005).

Un estudio que incluya de manera conjunta muestras de diferentes
servicios de la Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS), puede
determinar vias de investigacion, cambios en protocolos de
procesamiento o politicas institucionales referentes a este tipo de tejidos.
La necesidad de hacerle frente a nuevos retos médicos utilizando como
herramienta la implementacién de técnicas y tecnologias novedosas que
permitan el mejor desempefio de la medicina, especificamente del area
de anatomia patoldgica, es una realidad actual a la que se enfrenta la
CCSs.

2
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Conociendo las actuales herramientas de apoyo diagndéstico que brinda la
patologia molecular, el Centro de Investigacion en Hematologia y
Trastornos Afines (CIHATA), en conjunto con el Servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital San Juan de Dios, coordinaron esfuerzos
interinstitucionales para desarrollar una investigacién que permita justificar
la implementacion de técnicas de patologia molecular, a partir de tejido
parafinado, por medio de un laboratorio especializado. Esto podria llegar
a desencadenar estudios que cubririan factores epidemiolégicos y clinicos
propios de la sociedad costarricense.

Como herramienta iniciadora, el presente proyecto evalué cinco
protocolos distintos de extraccion de ADN, a partir de muestras
parafinadas originadas en los laboratorios de anatomia patologica de la
CCSS. Posteriormente se determind el estado del ADN y su viabilidad
para la PCR diagndstica (amplificacion de fragmentos de una longitud
suficiente para llevar a cabo pruebas diagnosticas) de tejido parafinado
del Hospital San Juan de Dios y de ocho servicios mas.

3
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OBJETIVOS

Objetivo General

Implementar un protocolo eficaz de extraccion de ADN a partir de biopsias
parafinadas y determinar su calidad y viabilidad para la PCR, con el
propésito de implementar en el futuro técnicas de patologia molecular,

como herramienta alternativa de diagndéstico médico en la CCSS.

Objetivos Especificos

1. Ensayar 5 protocolos de extraccion de ADN.

2. Determinar cual(es) protocolo(s) produce(n) ADN de calidad apto para
la PCR diagnoéstica, al amplificar un fragmento de un tamafio
usualmente utilizado en el diagnostico de diferentes patologias (mayor
gue 250pb).

3. Probar la viabilidad del ADN obtenido para la PCR, utilizando
iniciadores especificos para el gen de la B-globina.

4. Determinar el porcentaje de amplificacion del ADN, del material
parafinado de los diferentes servicios, obtenido segun el protocolo
seleccionado.

5. Determinar la necesidad del sector anatomopatolégico de implementar
métodos de diagnostico molecular y las condiciones actuales de la

patologia molecular en la CCSS.

4
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REVISION DE LITERATURA

La anatomia patoldgica es la rama de la medicina que diagnostica las
lesiones por medio de cambios morfologicos a nivel macro y
microscopico. Esta especialidad requiere de un conocimiento extenso de
las ciencias basicas y medicina clinica, a la que se han incorporado
nuevos conocimientos basados en las ciencias bioldgicas fundamentales
(biofisica, biologia molecular y genética molecular, entre otras) para la
solucién de los problemas que plantean las enfermedades (Bernal val y
Garito, 2003).

La patologia tradicional se ha visto enriquecida con técnicas de diferente
indole: microscopia electrdnica, difraccidén a rayos X, inmunohistoquimica,
citometria estatica y de flujo, microarrays, protedmica, gendmica,
microscopia laser confocal, informatica y otras (Bernal val y Garito, 2003).
El progreso reciente de técnicas pertenecientes a la biologia molecular y
la expansion acelerada del conocimiento de las bases genéticas y
moleculares de las enfermedades humanas, han tenido un impacto
significativo en la anatomia patolégica; especialmente en el conocimiento
de la patogenia de enfermedades, mejor comprension de fenémenos
clinicos y desarrollo de herramientas diagnosticas. El analisis de
alteraciones genéticas ha aumentado su importancia, inclusive para el
diagnéstico patoldgico practico (Dumler y Valsamakis, 1999; Noguchi et
al., 1997).

Bajo las nuevas técnicas y conocimientos que ha arrojado la biologia
molecular a la anatomia patolégica, se ha conformado la patologia
molecular. Esta se define por las técnicas que aplica y los elementos que
analiza; acidos ribonucleico (ARN) y desoxirribonucleico (ADN), a partir de
muestras de tejidos (especimenes de biopsias o autopsias) o células
(exdmenes citologicos) (Wistuba, 2001).

Entre las técnicas mas utilizadas en la patologia molecular se pueden
mencionar: Southern Blot, Slot, Dot o Spot Blot, PCR y PCR de
transcripcion inversa (TR-PCR), electroforesis en gel, hibridacion in situ,

5
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secuenciacion, Western Blot y andlisis de proteina truncada (Wistuba,
2001).

Aunque podria considerarse que esta reciente subespecialidad posee
actualmente una aplicacién practica limitada, e incluso incipiente en Costa
Rica, presenta no so6lo un gran potencial cientifico, sino también médico-
practico.

Inicialmente las pruebas de diagnéstico molecular disponibles en la
patologia molecular, fueron desarrolladas privilegiando la sensibilidad y la
especificidad, con el objetivo de mejorar los métodos tradicionales de
diagndstico microbioldgico y médico; a la espera de la incorporacion de
técnicas automatizadas, que permitan disminuir el costo y tiempo de
ejecuciéon (Morén, 1999).

El nimero de examenes de diagndstico que emplean técnicas y principios
de biologia molecular ha ido aumentando en los ultimos afios y estan
referidos principalmente a la deteccién de microorganismos Yy virus,
diagnéstico de enfermedades hereditarias y diagnostico auxiliar de
neoplasias. Se ha aplicado especialmente en estudios de predisposicién
genética, poblacion de riesgo, determinacion de cénceres,
micrometéstasis, progresion tumoral, seleccién de terapias y evaluacién
del prondstico de la enfermedad (Wistuba, 2001).

Actualmente, la mayor parte de los diagndsticos anatomopatoldgicos
tradicionales se llevan a cabo en tejidos, que han sido fijados en formalina
e incluidos en bloques de parafina que son posteriormente cortados y
tefiidos en ldminas de vidrio. Sin embargo, la conservacion optima de los
tejidos para andlisis moleculares es su congelacién inmediata a -70°C.
Crioconservar los tejidos pertenecientes a los laboratorios de anatomia
patoldgica es la mejor manera de conservar los acidos nucleicos de este
tipo de muestras (Arnal et al., 2002; Diaz y Brady, 1997; Hill et al., 2002;
Wistuba, 2001).

Debido a las caracteristicas de espacio, equipo, presupuesto y
necesidades inmediatas, muchas instituciones no han creado este tipo de
bancos de conservacién criogénica, como es el caso de la CCSS.

6
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La PCR en la patologia molecular

Entre la gama de técnicas de la biologia molecular aplicadas a la
patologia molecular, la PCR ha sido especialmente atractiva para las
pruebas clinico-moleculares. El gran descubrimiento, proclamado por la
revista Science como el mayor hallazgo cientifico en 1989, ha
revolucionado la aplicacion de la genética molecular al diagndstico médico
(Lépez et al. 1998).

El andlisis del ADN a partir de las muestras parafinadas ha sido una de
las primeras aplicaciones de la PCR. Las primeras extracciones
reportadas datan de los afios 1985-86, por Goelz et al. y Dubeau et al.
respectivamente. Ambas probaron que ADN gendmico puede ser extraido
y sometido a amplificacibn y a analisis de rearreglos eficientemente
(Noguchi et al., 1997).

Entre los beneficios reconocidos que brinda esta técnica, esta la
posibilidad de usar muestras pequefas, versatilidad de tejidos analizables
(tejido fresco, congelado o fijado y parafinado) y la capacidad de
deteccién de un espectro importante de anormalidades genéticas, que
van, desde las alteraciones en la estructura cromosomal (como
translocaciones y delecciones), hasta mutaciones puntuales en genes
individuales (National Institutes of Health, 2005).

Se han presentado dos factores limitantes en la extraccion de ADN a
partir de muestras parafinadas: la calidad y cantidad del material genético.
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 en
este tipo de tejidos preservados, por lo que se han desarrollado multiples
y muy diversos protocolos de extraccion de ADN (Chan et al., 2001; Frank
et al., 1996; Sato et al., 2001).

Multiples factores parecen incidir en la calidad molecular de las muestras
parafinadas, se ha encontrado inclusive que variaciones en el fijador
(naturaleza, concentracion, temperatura, pH), tiempo de fijacion, tamafio
del tejido/6rgano fijado, edad del bloque y procedimiento de extraccion,

entre otras, pueden interferir de manera importante en la calidad y

7
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cantidad de ADN extraible (Chan et al. 2001, Forsthoefel et al. 1991,
Frank et al. 1996, Jiménez 2005, Liborio et al. 2005, Sato et al. 2001, Shi
et al. 2002).

Debido a que el ADN extraido de muestras parafinadas se encuentra a
menudo muy degradado, se hace dificil analizarlo por medio de técnicas
que requieran ADN de alta integridad, como la Southern Blot (Morén,
1999; Noguchi et al., 1997).

Indudablemente la apropiada fijacién de los tejidos se ha convertido en el
paso mas importante para obtener material para un diagndstico molecular

posterior y su calidad afecta directamente cualquier paso subsiguiente.

La fijacion de los tejidos

Basicamente la fijacion estabiliza las proteinas del especimen y evita los
cambios post-morten tipicos, ataques microbianos y procesos metabdlico-
enzimaticos como la autolisis celular (StatLab, 2005).

Mas alld, los fijadores también producen un contraste entre los diferentes
constituyentes del tejido mediante diferencias en los indices de refraccion
y protegen al especimen de los efectos desnaturalizantes de los agentes
deshidratantes y otras sustancias, que son utilizadas en el procesamiento
posterior de este tipo de muestras (StatLab, 2005).

Los fijadores alteran la estructura quimica original del tejido fijado y
causan cambios fisicos importantes en los constituyentes celulares y
extracelulares.

Los fijadores desnaturalizan las proteinas por coagulacién, lo que causa
cambios conformacionales en las estructuras proteicas, inactivando las
enzimas. Como es de esperarse, los complejos resultantes difieren de las
proteinas no desnaturalizadas que les dieron origen (Farmilo y Stead,
2001).

Cambios fisicos como la alteracion de la membrana celular, que permite el
paso de moléculas grandes hacia o fuera de la célula, son causados por
la exposicion celular a los agentes fijadores. El citoplasma sufre una

transformacion de su estado convirtiéndose en una red proteica porosa.

8
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Diferentes fijadores tienen como resultado diferentes grados de
porosidad. Aquellos fijadores con accion coagulante, como el B5, generan
poros mas grandes que aquellos que no poseen este efecto, como la
formalina (Farmilo y Otead, 2001).

El método de fijacién en los laboratorios de histopatologia se basa por lo
general en agentes quimicos. Estos rompen o se combinan con las
proteinas, de manera que afectan su estructura. Se han disefiado ademas
otros para preservar carbohidratos o lipidos, pero no son utilizados con
frecuencia debido a que los anatomopatélogos requieren la preservacion
de la microanatomia del tejido (Farmilo y Stead, 2001; StatLab, 2005).
Inicialmente se buscaba que los fijadores y técnicas de fijacion
preservaran los caracteres morfologicos, pero a lo largo del tiempo, los
nuevos avances en histoquimica, inmunohistoquimica y biologia
molecular, han hecho que los criterios para determinar un buen estado de
fijacion hayan cambiado (Farmilo y Stead, 2001).

Se ha encontrado, que en ocasiones, los fijadores interfieren con el
desempefio de los tefiidos histoquimicos, con las interacciones
antigeno/anticuerpo (modifican o enmascaran los sitios activos) o afectan
la estructura de los acidos nucleicos (StatLab, 2005).

La formalina es el fijador de rutina mas utilizado. Este agente crea enlaces
entrecruzados sobre el 40-60% de los residuos de lisina presentes en el
exterior de las moléculas proteicas. Ademdas convierte las proteinas
solubles en estructurales (insolubilizdndolas), lo que le da una estructura
de mayor fuerza mecénica al tejido fijado (Diaz y Brady, 1997).

En la patologia, la formalina ha sido utilizada por muchos afios. Es asi
como los criterios utilizados por los anatomopatélogos para el diagnéstico
de muchas enfermedades, se han establecido en secciones de tejido
fijados en formalina, cubiertos con parafina y posteriormente cortados y
tefildos con hematoxilina y eosina. Durante mas de un centurio, se han
establecido bancos de tejidos parafinados alrededor de todo el mundo, los
cuales son fuente invaluable para estudios de céancer y otras
enfermedades (Shi et al., 2002).
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En Costa Rica, el registro mas amplio de biopsias parafinadas se
encuentra en manos de la CCSS, la cual data de la década de los

cuarentas.

Aislamiento de ADN de tejidos parafinados

El ADN humano se encuentra dentro de las células, atrapado en una red
de proteinas y en conjunto conforma veintitrés cromosomas. Este debe
ser liberado para ser utilizado como blanco de las enzimas utilizadas en
los analisis de biologia molecular. Usualmente esto se logra mediante una
secuencia de pasos de lisis celular, degradacion de proteinas utilizando
una proteinasa y remocioén de péptidos del lisado mediante extraccion
organica. Como ultimo paso, se recobran los acidos nucleicos por
precipitacion con etanol y cloruro de sodio (Mies, 1996).

El anterior proceso y otras variaciones, usualmente utilizados en tejidos
frescos, han sido adaptados a las muestras parafinadas.

Por lo general las técnicas de extraccibn de ADN, a partir de bloques
parafinados, se realizan en tres pasos: desparafinacién, digestion y
purificacion, a cabo a partir de cortes de tejido entre los 5um y los 10um.
Después de desparafinar el tejido con xilol, se revierte la deshidratacion
con diferentes concentraciones de etanol, se deja secar y se incuba en un
amortiguador que contiene un detergente (usualmente duodecil sulfato) y
proteinasa K. Subsecuentemente se inactiva la enzima a alta temperatura
y se centrifuga para obtener un sobrenadante que contiene el ADN. La
extraccion orgénica con fenol y cloroformo, para limpiar el sobrenadante
de proteinas, es usual pero en algunos casos resulta prescindible. Luego
se precipita el ADN en isopropanol y se resuspende (Coombs et al., 1999;
Mies, 1996).

De manera alternativa se han desarrollado otros métodos, uno de ellos es
el que utiliza agentes quelantes como el Chelex-100 (agente polivalente)
para proteger las cadenas simples de ADN durante su aislamiento y
extraccion. Otros metodos incluyen la fundicion de la parafina con

microondas o digestion directa del tejido. Ademas se han disefiado kits
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comerciales especificos para la extraccion de ADN de estos tejidos, los
cuales utilizan columnas, resinas u otros métodos (Coombs et al., 1999;
QIAGEN, 2003a; Mies, 1996; Sigma-Aldrich, 2005).

Algunos investigadores han simplificado el proceso hasta utilizar lisados
crudos obtenidos mediante calor de las muestras desparafinadas. Como
es de esperarse, los resultados indiscutiblemente dependen del estado
inicial de los &cidos nucleicos de las muestras parafinadas utilizadas. Este
método ha sido reportado en algunos casos como ineficiente (Frank et al.,
1996).

De manera general, se ha reportado ampliamente la extraccion
satisfactoria de acidos nucleicos adecuados para analisis moleculares
utilizando diversas metolodogias. Entre las técnicas aplicadas a estos
tejidos se encuentra: el clonaje, hibridacion, digestién por endonucleasas
y secuenciacion directa (Bernstein et al., 2002; Hill et al., 2002; Mies,
1996; Nadiji et al., 1996; Rockman, 1999; Wong et al., 1998).

Uso de las muestras parafinadas para la PCR

Los especimenes fijados en formalina y parafinados representan una
importante fuente de material biologico para la investigacion retrospectiva.
Estos brindan la posibilidad de estudiar un gran nimero de individuos con
patologias diversas, que de otro modo habrian sido muy dificiles de
obtener, prescindiendo del manejo de los pacientes (Bernstein et al.,
2002; Mies, 1996).

Permite ademas estudiar el papel de agentes virales en linfomas y
enfermedades neuroldgicas, como la esclerosis multiple, enfermedad
celiaca y miocarditis infantil (Bernstein et al., 2002; Mies, 1996; Verissimo
et al., 2004).

Otra ventaja de utilizar muestras parafinadas es que se pueden localizar
puntos especificos de tejido, mediante guias tefiidas con hematoxilina y
eosina. Investigadores han disefiado técnicas que van, desde seleccionar

manualmente el tejido, hasta utilizar ondas ultravioletas cortas para
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degradar los acidos nucleicos de aquellas células que no son de interés y
proteger las células blanco con tinta negra (Mies, 1996).

Pero quizés el beneficio mas importante es que obvian la necesidad de
tejido fresco para el diagndstico molecular. Lo cual resulta muy ventajoso
en casos post-mortem y estudios retrospectivos (Bernstein et al., 2002;
Mies, 1996).

Otros factores a favor que se pueden mencionar son: la buena
conservacion del tejido para andlisis histolégicos, facil manejo y préactico
almacenamiento, con pocas necesidades de espacio fisico (Mies, 1996).
Pero las desventajas resultan también de peso y por lo general se
relacionan con aspectos técnicos. A pesar de que la arquitectura de los
tejidos se preserva, la extraccion de los acidos nucleicos generalmente se
reduce a recuperar ADN degradado. El aislamiento de acidos nucleicos a
partir de bloques de parafina es usualmente, pero no siempre, exitosa
(Coombs et al., 1999).

Se ha encontrado que la formalina induce al ADN a formar enlaces
entrecruzados con proteinas, lo que lo vuelve rigido y susceptible, incluso
a dafios mecanicos (StatLab, 2005).

Mientras que el ADN fragmentado limita de manera significativa los
analisis de estructura genética y numero de copias al utilizar los andlisis
convencionales de Southern Blot, es wun sustrato viable para
amplificaciones utilizando la PCR. Esta técnica se ha convertido en la mas
usada para realizar analisis sobre muestras parafinadas. En realidad, las
técnicas para extraer y amplificar ADN de bloques parafinados utilizando
la PCR, han sido ya aplicadas aproximadamente por dos décadas
(Bernstein et al., 2002; Mies, 1996).

La degradacion del ADN durante la fijacién en formalina se puede deber
segun Noguchi y colaboradores (1997) no a un efecto directo de la
fijacion, sino causada por ADNasa enddgena activa que se encuentra en
el tejido, cuyo efecto se puede reducir utilizando EDTA para bloquearlas.
La fijacion, utilizando este método, produce degradacion y fragmentacion
del ADN y ARN, por lo que no se recomienda amplificar fragmentos de
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mas de 400pb por algunos autores, mientras que otros recomiendan
utilizar fragmentos blanco no mayores a las 200pb. Otros investigadores,
como Diaz y Brady (1997), reportan que en general, s6lo es posible
amplificar mediante PCR fragmentos menores que 250pb (Arnal et al.,
2002; Coombs et al., 1999).

Pero han sido reportados fragmentos de mayor tamafio, como lo muestra
el estudio de Jiménez (2005), realizado en muestras del afio 2004 y
primer semestre del 2005, pertenecientes a casos de linfomas no Hodgkin
en muestras provenientes de la CCSS. En este ultimo estudio fue posible
obtener productos de amplificacion de hasta 600pb (en el caso de
parafinadas de una semana 0 menos), contrario a tejidos parafinados de
mas de una semana de procesados, en donde la posibilidad de extraer
ADN amplificable es menor que 50% (Jiménez, 2005).

Ademas han sido reportados inhibidores de la Taq polimerasa, en las
extracciones a partir de tejido parafinado, las cuales generan falsos
negativos. La extraccion organica con fenol y cloroformo, columnas
cromatograficas o la simple dilucién de los &cidos nucleicos aislados,
pueden eliminar los inhibidores (Mies, 1996).

Una de las desventajas mas notables es la contaminacion cruzada de los
tejidos en los laboratorios de histologia durante su procesamiento debido
a su manejo rutinario, lo cual es dificil de controlar y manejar. Es
necesario aclarar que eliminar la contaminacion que ocurre en el
laboratorio de histologia durante las fases iniciales de la inclusion en
parafina resulta imposible, en el sentido practico de los laboratorios
hospitalarios (Mies, 1996).

También se puede producir contaminacion, a la hora de realizar los cortes
de parafina con el microtomo para someterlos a la extraccién. Para lo cual
es imprescindible utilizar hojas nuevas para cada muestra, o al menos
asegurarse que una seccioén limpia de la hoja sea utilizada para cada una.
El microtomo debe mantenerse limpio, el exceso de parafina y fragmentos

de tejido deben ser eliminados (Mies, 1996).
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Aungue la aplicacidon de la informacion genética (tanto ADN como ARN)
de las muestras parafinadas ha sido aprovechada a nivel mundial, la
determinacién del estado propio de las muestras de los servicios
costarricenses no ha sido realizada sisteméaticamente. Realizar un
diagnéstico del estado de los procesos de preservacion de tejidos, se

vuelve imprescindible ante las corrientes cientificas y médicas actuales.
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METODOLOGIA

El estudio evaluo cinco distintos protocolos de extraccion de ADN a partir

de material fijado en formalina y parafinado:

§ Protocolo 1: Método propuesto por Shi y colaboradores (2002), esta
basado en desparafinacion utilizando xilol, rehidratacion con alcoholes,
digestion con Proteinasa K, extraccion fendlica y precipitacion del
ADN.

§ Protocolo 2: Método reportado por Frank y colaboradores (1996) en el
qgue se desparafina con xilol, se hidrata con etanol y se somete el
tejido a digestion enzimatica. Se obtiene ADN no purificado.

§ Protocolo 3: Método utilizado por el CIHATA y el Centro Nacional de
Investigaciones Oncologicas (CNIO) de Madrid, método corto en el
gue se funde la parafina de los tejidos con calor, se digieren y se
utiliza un agente quelante: Chelex-100.

§ Protocolo 4: Método corto, en el cual la desparafinacién se realiza
con xilol, se rehidrata con etanol y se extrae el ADN mediante
radiacion de microondas.

8 Protocolo 5: Kit comercial marca SIGMA Extract-N-Amp.

Se determind a partir de cudl protocolo se obtiene ADN de mejor calidad

para la PCR diagnostica. Se procedio a realizar las pruebas de viabilidad

del ADN para la PCR, utlizando los iniciadores para el gen de la B-

globina.

Complementariamente se desarrollé una encuesta con el fin de establecer

la percepcion y necesidades hospitalarias de la CCSS ante las técnicas

de la patologia molecular.

Tejidos

Las muestras corresponden a cervix uterinos producto de conizaciones y
LEEPs fijados en formalina buferizada al 10%, con excepcién del Hospital
Nacional de Nifios, e incluidas en parafina. Las mismas fueron donadas
por los servicios de anatomia patoldgica de los hospitales centrales de la
CCSS: San Juan de Dios (HSJD), Nacional de Nifios (HNN), México (HM),
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Calderén Guardia (HCG) y Hospital de la Mujer Carit (HMC) y periféricos:
Max Peralta de Cartago (HMP), Toni Facio de Liméon (HTF), San Carlos
(HSC) y Escalante Pradilla de Pérez Zeledon (HEP). Cada hospital envio
diez muestras de su banco de biopsias.

Las muestras del HNN, por tratarse de un hospital que atiende poblacion
infantil, corresponderdn a: linfoma Hodgkin (3 casos), tumor congénito
pulmén (1 caso), teratoma (1 caso), tumor de base higado (1 caso),
ependimoma (2 casos), osetosarcoma (1 caso), tiroides (1 caso). Este
servicio fija los tejidos en formalina buferizada al 15%.

En el caso del hospital: Escalante Pradilla cinco muestras procederan del
archivo y otras cinco fueron procesadas en formalina buferizada al 10%
dada por el HSJD, para determinar si existe alguna variacion entre la
formalina utilizada en ese servicio y a la que anteriormente se le verifico
su calidad.

Los periodos de almacenamiento de los bloques no excedieron los dos
afios en ninguno de los servicios.

Cada muestra se archivd y detall6 la informacion respectiva a su
procedencia, procedimiento de fijacion y nimero de archivo.

Los cortes de los blogues de parafina se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones de cada protocolo y se colocaron en un microtubo (vial)
de plastico de 1,5ml. Por cada bloque se prepararon dos microtubos para
cada protocolo de extraccion.

|. Evaluacién de los protocolos de extraccion de ADN

Se realizaron extracciones por duplicado de diez bloques siguiendo cinco
protocolos distintos, Unicamente a partir de material fijado en formalina y
parafinado del HSJD, con periodos de almacenamiento, desde los 7
meses y medio, hasta los 15 dias.

Protocolos de extraccion:
a. Método Shi: En un microtubo de 1,5ml se colocaron dos cortes de
10um de tejido parafinado. Para desparafinarlos se agrego en dos
ocasiones 1ml de xilol 100% por 30 minutos, se invirtieron los
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microtubos varias veces, se centrifugaron a 12 000g por 10
minutos en una Centrifuge 5415C eppendorf y se descartaron los
sobrenadantes. Para rehidratar gradualmente el tejido y retirar los
excesos de xilol, se agregd 1ml de etanol al 100%, se invirtieron
varias veces, se agitaron manualmente los microtubos y se dejaron
reposar por 30 minutos. Luego, se centrifugaron a 12 000g por 10
minutos y se descartaron los sobrenadantes. Se llevo a cabo el
mismo paso con 1ml de etanol al 70%. Acto seguido se lavaron las
muestras dos veces con 1ml de PBS, se agitaron de la misma
manera y luego de 15 minutos se centrifugaron. Después de
descartar el PBS, se agregaron 500ul de amortiguador de lisis
(50pl de Proteinasa K 20mg/ml; 10ul de Tris-HCI 1M; 2ul de EDTA
0,5M; 100pul de SDS 10% y 838l de agua destilada) y se incubaron
las muestras toda la noche a 52°C bajo agitacion continua en un
Thermomixer compact eppendorf. Para obtener el ADN se fenolizo
el tejido digerido con 500ul de fenol:.cloroformo:isomilalcohol
(25:24:1), se invirtieron varias veces los microtubos a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 12 000g por 5 minutos. El
sobrenadante acuoso se removio a otro microtubo de 1,5ml; se le
agregdé 0,1 volumen de acetato de sodio 3M y se agitaron
manualmente los microtubos. Posteriormente se adicion6 un
volumen de isopropanol y se dejé toda la noche a -20°C. Luego el
ADN precipitado se centrifug6 a 12 000g a 4°C, el sobrenadante se
descart6 y el precipitado se lavé una vez con 1ml de etanol 70%.
Después de centrifugar a 12 000g por 10 minutos, se descarto el
sobrenadante. El ADN seco se disolvi6é en 50l de agua bidestilada

estéril y se almacend a -20°C.

b. Método Frank: Se colocaron 2 cortes de 5um en un microtubo
donde luego se agreg6 100ul de xilol y 100ul de etanol 100%, se
mezcldé suavemente y centrifugé 10 minutos a 12 000rpm en una

Centrifuge 5415C eppendorf. Se decant6 la mezcla xilol:etanol y se

17

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

dejo secar el tejido a 55°C. Posteriormente se resuspendio el botén
en 250ul de Tris pH 8,3 (200ng/ul Proteinasa K) y se incubd en
este amortiguador de lisis toda la noche a 37°C en agitacion
continua, en un Thermomixer compact eppendorf. Después de la
incubacion se colocaron los tubos por 8 minutos a 100°C, para
inactivar la enzima y se coloco el ADN extraido 5 minutos en hielo.

Se utilizé para PCR sin purificar. Se almaceno el extracto a -20°C.

c. Método Chelex: Se colocaron tres cortes del tejido parafinado de
10um de grosor en un microtubo de 1,5ml; se agregaron 100ul de
amortiguador Tris 50mM pH 8.0 y se fundieron los cortes a 100°C
durante 10 minutos y se dejaron enfriar. Posteriormente se agrego
5% de Proteinasa K (20mg/ml) y se dejo incubando toda la noche a
55°C en agitacion continua en un Thermomixer compact eppendorf.
Al dia siguiente se afadio 5% de Chelex al 5%, se incubd por 30
minutos a 55°C en agitacion continua; luego a 100°C durante 5
minutos para inactivar la enzima y se centrifug6é a 12 000g durante
15 minutos a temperatura ambiente en una Centrifuge 5415C
eppendorf. Finalmente se trasvaso el sobrenadante que contiene el
ADN a un microtubo de 500pl limpio y se almacené a -20°C.

d. Método microondas: Cinco cortes de 4um de tejido parafinado se
colocaron en un microtubo de 1,5ml; se desparafinaron dos veces:
se agregd 1ml de xilol, se agitaron manualmente, se centrifugaron
a 12 000rpm durante 3 minutos en una Centrifuge 5415C
eppendorf y se retiré el sobrenadante. Luego se agreg6 1ml etanol
absoluto, volviéndose a centrifugar a 12 000rpm por 3 minutos; se
repitié este paso con 1ml etanol 70%. Se retir6 el etanol y se dejé
secar durante 15-30 minutos. Una vez seco, se procedi6 a lavar
con un amortiguador de parafinas (Tris-HClI 100mM pH 8.3, KCI
500mM, MgCl, 15mM), se centrifugd a 12 000rpm por 3 minutos y
se decant6 el amortiguador. Para resuspender el boton obtenido,
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se agrego el amortiguador de parafinas hasta cubrirlo. Se sometié
a radiacién en el microondas MCoven (600W) durante 6 minutos a
potencia media, deteniéndolo cada 15 segundos para evitar el
sobrecalentamiento, se centrifugd 4 minutos a 12 000rpm y se
pas6 el sobrenadante a un microtubo limpio para su

almacenamiento a -20°C.

e. SIGMA Kit: Se utilizé el kit comercial Extract-N-Amp™ Tissue PCR
Kit (Sigma- Aldrich). Antes de utilizar el kit, se desparafinaron las
secciones de tejido, siguiendo el protocolo proporcionado por esta
misma casa comercial. Para esto se disolvieron cuatro cortes de
10um en 400ul de xilol en un microtubo y se mezclaron con vortex
(Vortex Mixer Model VM-1000 Digisystem Lab. Instruments).
Posteriormente la muestra se incub6 por 30 minutos a 37°C en un
Thermomixer compact eppendorf y se le dio vértex dos veces
durante este tiempo. Después se centrifugd en una Centrifuge
5415C eppendorf por 5 minutos a 13 000g y se descartd el xilol. A
continuaciéon se agregaron 100ul de etanol:xilol (80:20) y la
muestra se incubd 30 minutos a 37°C, se centrifugd 5 minutos a 13
000g y se descart6 el sobrenadante. Por ultimo se afadié 400ul de
etanol al 100%, se incub6 por media hora a 37°C, se centrifug6 5
minutos a 13 000g y se descarto el etanol. Una vez desparafinadas
se utilizo el kit Extract-N-Amp, segun el protocolo del fabricante.

Se agregaron 100ul de la “solucion de extraccion” y 25ul de
“solucion de preparacion del tejido” en un microtubo y se
pipetearon suavemente para mezclarlas. Luego se colocé el tejido
desparafinado en la solucion y se mezclé bien con vortex. Se
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente y a 95°C por 3
minutos. Finalmente se agreg6é 100ul de la “solucion de
neutralizacion B” a la muestra y se mezclé con vortex (el boletin

técnico se puede encontrar en el Anexo 1).
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Los cinco métodos se evaluaron segun varios parametros: integridad,
pureza, concentracion y calidad del ADN 'y precio/tiempo de
procesamiento por muestra. El protocolo considerado como el mas
eficiente, se usé para el procesamiento de las muestras de los otros

servicios de anatomia patoldgica de los demas hospitales.

l.a. Prueba de integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa:

Se valor6 el ADN total obtenido por electroforesis en gel de agarosa al
1%, revelado con bromuro de etidio y se determind su peso contra un
marcador de peso molecular. Se analizaron las fotografias mediante el
software Kodak Digital Science 1D.

I.Lb. Evaluacibn de la pureza y concentracion del ADN por
espectrofotometria de luz U.V.:

Una vez extraido y purificado el ADN de una muestra biolégica, una parte
importante de las técnicas que se emplean para su posterior
caracterizacion, clonaje o0 secuenciacion; requieren conocer la
concentracion de la solucién de partida, por lo que se procedié6 a
cuantificar el ADN por espectrofotometria de luz ultravioleta a 260 y
280nm (utilizando un Nicolet Evolution 300, Termo Electron Corporation)
(Martinez y Morcillo, 2004).

Se determind la concentracion de ADN utlizando el valor de la
absorbancia a 260nm (densidad oOptica del ADN = DOppn). Debido a que
los anillos presentes en las bases nitrogenadas del ADN corresponden a
una absorbancia maxima de 260nm, es posible determinar su
concentracion mediante este método (UPR, 2004).

Se considera que los datos de la DOapn son confiables cuando se
encuentran entre 0,1y 1,0 (QIAGEN, 2003b).

Ademas se obtuvieron los datos de la relacion ADN/proteinas (DO apniprot),
equivalentes a la proporcion de las absorbancias obtenidas a
260nm/280nm. La absorbancia proteica a 280nm se debe principalmente
al grupo fendlico de la tirosina y al inddlico del tript6fano. Se considera
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como ADN con un buen nivel de pureza cuando el valor de la DOapniprot S€
encuentra entre 1,5 y 2,0 (BMG LabtechApplication, 2002; Marquart,
2005; University of Toledo, 2004; UPR, 2004).

l.c. Determinacion de la viabilidad de amplificacion del ADN para la PCR:
Se determiné la viabilidad del ADN extraido para la PCR utilizando los
iniciadores PC04 y GH20, los cuales amplifican una seccién de un gen
humano constitutivo: el gen de la B-globina (Cuadro 1). Este par de
iniciadores son usualmente utilizados para monitorear el estado de la

muestra y la PCR (Cohen et al., 2005; Dongen van et al., 2003).

Cuadro 1. Informacion basica sobre los iniciadores PC04 y GH20, los
cuales amplifican una seccion del gen de la 3-globina.

- . Temperatura | Fragmento 3
Iniciadores Secuencia apareamiento | esperado Cita
PC04 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ 550C 2670 Dongen van
GH20 5" GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3' P et al., 2003.

Para llevar a cabo la amplificacion se utilizd para la mezcla de PCR:
amortiguador de PCR 1X; dNTP’s 0,2mM; MgCl, 2mM; 0,5pmol de PC04
y GH20 respectivamente; 2ul ADN y 1U Tag-polimerasa, para un volumen
final de 25pl. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp®
PCR System 9700, Applied Biosystems.

En el caso de las muestras extraidas mediante el kit comercial, la mezcla
de reactivos, segun las indicaciones del fabricante, para llevar a cabo la
PCR fue la siguiente: 10ul de “mezcla de reaccién”, iniciadores PC04 y
GH20 0,5pmol cada uno y 4pl de muestra, para un total de 20pl.

Se utilizé un perfil de amplificacion, validado previamente por el CIHATA:
pretratamiento de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, apareamiento a 55°C
por 30 segundos y extensién a 72°C por 30 segundos, sucedido por 10
minutos de extension final a 72°C.

La valoracion de los productos de PCR se realiz6 por electroforesis en gel

de agarosa al 3% que se revel6 con bromuro de etidio. Se corrieron 8ul de

21

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

muestra contra un marcador de peso molecular de 100pb, un control
positivo de amplificacion y un control negativo o blanco de reactivos. El
control positivo de amplificacion se preparé a partir de ADN de sangre
periférica de higado fresco extraido con el Método reportado por Miller et
al. (1988) (Anexo 2).

l.d. Calculo del tiempo de procesamiento de muestras por protocolo y
precio por muestra:
Se determinaron otros pardmetros de comparacion entre los protocolos
gue resultan importantes en la implementacién y aplicabilidad:
Precio en colones para procesar 10 muestras: incluye Unicamente los
reactivos y mano de obra calificada (se asigné el precio por hora de un
bachiller universitario).

Tiempo de procesamiento de 10 muestras, segun el método utilizado.

[I. Evaluacion del material de los diferentes servicios de Anatomia
Patologica CCSS

Se realizaron las extracciones de los materiales de los servicios de los
hospitales HSJD, HNN, HM, HCG, HMC, HMP, HTF, HSC y HEP,
utilizando el método considerado mas efectivo. Se evalud la extraccion
mediante un gel de agarosa al 1% revelado con bromuro de etidio.

Posteriormente se realizé la PCR, para el gen de la B-globina, bajo las
condiciones de amplificacion descritas y se determind el porcentaje de
amplificacion de las muestras por hospital, al evaluar los productos de
amplificacion en un gel de agarosa al 2%, revelado con bromuro de etidio.

lll. Conceptualizacion de la patologia molecular en Costa Rica

Se realiz6 una encuesta escrita: “Conceptualizacion de las nuevas
técnicas involucradas en la patologia molecular en Costa Rica” (Anexo 3),
para establecer la percepcion y necesidades hospitalarias de la CCSS
ante las aplicaciones de la patologia molecular. La entrevista se realizd a
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once anatomopatolégos de cinco diferentes servicios de la CCSS
involucrados con el proyecto y un biélogo con amplia experiencia en el

diagnéstico molecular de enfermedades humanas.
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RESULTADOS

|. Evaluacién de los protocolos de extraccion de ADN

l.a. Prueba de integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa:
Cada protocolo de extraccion de ADN mostr6 un patron de corrida
constante. La Figura 1 muestra un resumen de los resultados.

El Método Chelex se caracterizdé por un barrido intenso y largo. Segun
sefiala el marcador de peso molecular, se observa una nubosidad
prominente en el area cercana a la banda de 10 000pb. Este método logré
recobrar ADN visible en 9/10 de las muestras, en donde ademas se pudo
observar una fluorescencia clara en los pozos.

Se observaron barridos largos medianamente intensos resultantes del
Método Shi. En este caso el barrido se intensifica, cerca del final del carril,
entre las 600pb-300pb (segun el marcador de peso molecular). También
se puede observar fluorescencia en los pozos. En este caso, fue posible
visualizar ADN en el gel en 9/10 muestras.

El protocolo disefiado por Sigma mostr6 bandas entre las 1 000-600pb,
sin barrido y también presentd fluorescencia en los pozos. De las diez
muestras analizadas, s6lo una de las extracciones fue imposible de
visualizarse en el gel de agarosa.

A partir del Método Frank, se recobré ADN cerca de las 80-100pb en
todas las extracciones. Utilizando este método se obtuvo ADN visible en
6/10 muestras analizadas en forma de un barrido tenue, que se
incrementa alrededor de las 300bp.

El Método Microondas mostré un barrido tenue por debajo de las 80-
100pb, corto y poco intenso en todas las muestras extraidas. No se logro
recobrar ADN de mayor peso en ninguna de las extracciones realizadas.
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Chelex M Shi Sigma
M.ondas M Frank

LAEgE IEDe

10 000ph <
10 000pb <

1031pb <

1031ph <
600pb <

600ph <
300ph <

300ph <
100ph <

100pb <

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% revelado con
bromuro de etidio, del ADN extraido a partir de una misma muestra
con los cinco protocolos evaluados. Izquierda: carriles 1 y 2
extraccion Método Chelex, 3 marcador de peso molecular (M), 4 y 5
extraccion Método Shi, 6 y 7 Método Sigma. Derecha: 1 y 2 Método
Microondas, 3 marcador de peso molecular (M), 5y 6 Método Frank.

I.b. Evaluacion de la pureza y concentracion del ADN por
espectrofotometria de luz U.V.:

Los resultados obtenidos a partir de las pruebas de espectrofotometria
mostraron que la DOapn promedio de cada método fue: Chelex 0,33; Shi
0,10; Sigma 0,11; Microondas 0,03 y Frank 0,07. La concentracién de
ADN recuperada a partir de los diferentes métodos se encuentra en un
rango de 0,072 a 0,915ug/ul (ver Cuadro 2).

El Método Chelex mostré el promedio de concentracion de ADN mas alto:
0,915ug/ul, seguido por el Método Sigma y Shi (0,279ug/ul y 0,236ug/pl
respectivamente). Los métodos Microondas y Frank dieron las
evaluaciones mas bajas: 0,164ug/ul y 0,072ug/ul respectivamente.

La DOapniprot Promedio por protocolo estuvo entre los 1,709 (Frank como
protocolo con el valor promedio méaximo) y 0,750 (Sigma con el valor

minimo) (ver Cuadro 2).
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Cuadro 2. Cantidad de muestras evaluadas por protocolo, los
correspondientes valores promedio de la concentracién de ADN y la
relacion ADN/proteinas (DO noniprot)s obtenidas mediante
espectrometria de luz UV, a partir de las muestras del HSJD.

Método C;”Jgfrdage ADN pg/pl | DOapnsprot
Chelex 10 0,915 1,174
Shi 10 0,236 1,505
Sigma 10 0,279 0,750
Microondas 10 0,072 1,338
Frank 10 0,164 1,709

l.c. Determinacion de la viabilidad de amplificacion del ADN para la PCR:

El porcentaje total de amplificacion para el gen de la B-globina (tomando
en cuenta los 5 métodos) fue de 18% (9/50 muestras). Se obtuvieron
porcentajes de amplificacion variables segun el protocolo, desde el 0%

hasta el 50%, los mismos se resumen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Total de muestras del HSJD sometidas a cada protocolo de
extraccion y la proporcion de amplificacion segun el método utilizado.

. Total de Amplificacion
s muestras gositiva
Chelex 10 0,10

Shi 10 0,50
Sigma 10 0,30

Microondas 10 0,00
Frank 10 0,00
Promedio 0,18

Es necesario apuntar que en algunos casos la amplificacion se revel6 en
el gel de agarosa como bandas muy tenues, como se puede observar en
la Figura 2, carriles 2 y 3, mientras que en otras ocasiones el producto de

amplificacion es claramente identificable en el gel (Figura 2, carril 4).
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Figura 2. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa 2% con los
productos de amplificacion para el gen de la p-globina de 4 muestras
distintas del HSJD extraidas mediante el método Shi. Carriles 1:
marcador de peso molecular, 2: muestra sin producto de
amplificacién, 3 y 4: muestras con amplificacion positiva, 5: muestra
sin producto de amplificacion, 6: control positivo, 7: control negativo.

I.d. Célculo del tiempo de procesamiento de muestras por protocolo y
precio por muestra:

Los calculos se realizaron para determinar el tiempo de procesamiento y
el precio de 10 muestras (Cuadros 4y 5).

Para procesar 10 muestras utilizando el Método Chelex se requieren dos
dias, ya que necesita una noche de digestion enzimatica; las horas
requeridas son 2, 25.

En el caso del Método Shi se necesitan tres dias, durante los cuales se
consumen aproximadamente 5,17 horas de trabajo. La primera noche se
realiza la digestion enzimatica y la segunda la precipitacion del ADN.

El tiempo requerido en la realizacion del Método Sigma es de 1,6 horas y
es posible realizarlo en un solo dia, el proceso de extraccidon
estrictamente hablando, excluyendo la desparafinacion del tejido, tarda
alrededor de 20 minutos.

El Método Microondas también se puede realizar en un dia, donde se
ocupan aproximadamente 3,55 horas.

El método que necesita menos horas es Frank: 1,05 horas en dos dias,

puesto que también necesita una noche para digestion enzimatica.
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Cuadro 4. Tiempo empleado para el procesamiento de 10 muestras
segun el método utilizado.

. Tiempo extraccion
Metodo Dias | Horas | Evaluacion
Chelex 2 2,25

Shi 3 5,17
Sigma 1 16 1 hora

Microondas 1 3,55
Frank 2 1,05

El precio se calculd para 10 muestras e incluye Unicamente los reactivos
requeridos y el precio por hora de mano de obra calificada (bachiller
universitario). El precio de cada muestra segun el protocolo utilizado se
puede observar en el Cuadro 5 y el detalle de los precios de los reactivos

se puede encontrar en el Anexo 4.

Cuadro 5. Precio correspondiente al procesamiento de 10 muestras
(extraccion y PCR), segun el protocolo utilizado.

Método _ ¢/10 muestras
Reactivos | Mano de obra* Total

Chelex 18 526 20 557 45 409
Shi 23 155 39 028 68 508
Sigma** 14 085 29 097 43 182
Microondas| 5 807 28 781 34 587
Frank 17 596 12 967 36 890
Promedio 15834 26 086 45 715

* Segun el precio/hora Bach. Universitario (Ministerio de Trabajo de la
Republica de Costa Rica, 2006).

**E| kit Extract-N-Amp de Sigma incluye los reactivos para extraccion
y amplificacion.

[I. Evaluacion del material de los diferentes servicios de Anatomia
Patologica de la CCSS

Siguiendo el Método Shi para extraer ADN de las muestras de los
diferentes servicios, se encontré que el promedio de amplificacion para
todos los servicios estuvo por debajo del 50%. El rango de amplificacion

por servicio va, desde el 0%, hasta el 70% (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Cantidad de muestras procesadas mediante el Método Shi,
procedentes de los diferentes servicios de anatomia patoldgica y
proporcion de amplificacion del gen de la B-globina.

! Cantidad de | Amplificacion

e muestras P
San Juan de Dios 10 0,5
Nacional de Nifios 10 0,6
México 10 0,6
Calderon Guardia 10 0,5
Mujer Carit 10 0,5
Max Peralta 10 0,7
Toni Facio 10 0,4
San Carlos 10 0,5
Escalante Pradilla 10 0,0
Promedio 0,48

lll. Conceptualizacion de la patologia molecular en Costa Rica

De las once personas entrevistadas, el 55% no ha tenido ninguna
experiencia en el area de patologia molecular. Aln asi todos consideraron
que las técnicas de esta nueva especialidad son necesarias en el trabajo
anatomopatologico.

Segun los encuestados, estas técnicas ayudan en la clasificacion de
patologias complejas, facilitan el diagnostico en entidades que presentan
caracteristicas morfolégicas casi indistinguibles unas de otras,
correlacionan los cambios histolégicos minimos en apariencia reactivos
contra los premalignos, arrojan resultados con aplicacion clinica e
investigativa, mejoran la capacidad diagnéstica e investigativa de la
especialidad y permitirdn instaurar los tratamientos apropiados. Son
ademas muy sensibles y especificas.

De los participantes solo el 9% consideran que el uso de estas técnicas
en el pais es nulo, el 82% incipiente y el restante 9% no sabe.

Segun las personas consultadas, las causas de este limitado desarrollo
son, en orden de importancia: el divorcio entre la CCSS y los programas
de investigacion, limitacidbn de recursos para la investigacion, falta de

interés cientifico y ausencia de personal cientifico calificado.
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El 36% de los entrevistados no conoce algun antecedente en Costa Rica
de las técnicas moleculares utilizadas en la anatomia patolégica. A pesar
de ello, el 91% considera que la aplicacion de dichas técnicas traerian
ventajas al diagndstico e investigacion de patologias en el pais (un 9% no
respondid). Apuntan que la patologia molecular deberia de desarrollarse
por medio de un laboratorio: estatal centralizado (64%), estatal
hospitalario/universitario (27%) o estatal hospitalario (9%).

Los casos que se apuntaron como prioritarios para iniciar la investigacion
en el area son: sarcomas, lesiones linfoproliferativas (como las leucemias
y linfomas), cancer de mama y ovario, tumores solidos en nifios y

enfermedades infecciosas.
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DISCUSION

|. Evaluacién de los protocolos de extraccion de ADN

l.a. Prueba de integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa:

Al realizar las electroforesis de las muestras extraidas, se pudo observar
gue cada método produjo un patron de corrida caracteristico para cada
uno; lo que implica que los procedimientos fueron consistentes. Para los
extractos de algunos protocolos fue posible observar ADN de buen peso,
mientras que para otros se limita a fragmentos pequeiios que
inevitablemente indican una degradacién casi completa del mismo.
Analizando las observaciones de cada protocolo usado, se obtuvieron las
siguientes pesquisas.

El patron de corrida de las muestras extraidas mediante el Método de
Chelex indica que el protocolo es capaz de extraer ADN de muy distinto
peso molecular, ya que se observé fluorescencia a lo largo de todo el
carril. Fue posible extraer ADN observable a través de la electroforesis en
gel de agarosa en un 90% de las muestras procesadas. Al comparar la
corrida con el marcador de peso molecular (Figura 1), se observé una
nubosidad méas espesa entre los 10 000 a 1 000pb aproximadamente,
fragmentos de ADN de buen peso molecular. Aunque este método
aumenta la temperatura hasta los 100°C en 2 ocasiones distintas, el
amortiguador y el Chelex-100 parecen proteger eficientemente el ADN,
evitando una degradacion extrema del ADN. La ausencia de
desparafinacion no parece afectar el proceso de extraccion, lo que evita la
utilizacién de reactivos volatiles y toxicos como el xilol.

El Método correspondiente a Shi y colaboradores (2002) también muestra
gue se extrae ADN de muy distintos pesos moleculares, lo que se pudo
observar en el 90% de las muestras corridas. A diferencia del obtenido
con el Método Chelex, el barrido se intensifica al final del carril, entre las
600-300pb aproximadamente (Figura 1), lo que indica que este protocolo
es capaz de extraer menor cantidad de ADN de alto peso (alrededor de
las 10 000-1 000pb) que el Método Chelex.
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El Método Sigma muestra que se recuperé ADN como bandas gruesas
entre las 1 000 a 600pb, considerado como ADN de buen peso, el cual se
obtuvo en el 90% de los casos. Aln asi el tamafio de los fragmentos de
ADN extraido es mucho mas pequefio que algunos de los recobrados
mediante los dos protocolos anteriores, tal como se puede observar en la
Figura 1.

En las corridas del ADN pertenecientes a los tres métodos anteriores, la
fluorescencia en los pozos de la electroforesis indica que en las muestras
qguedan aun contaminantes, posiblemente proteicos, que no logran migrar
en el gel (Figura 3). Como podria esperarse, debido a la utilizacion de
pasos de extraccion fendlica, precipitacion y purificacion del ADN, el
Método Shi es el que presenta menor cantidad de impurezas en la

muestra.

®.> 10 000pb

Figura 3. Fotografia de una electroforesis en gel de agarosa al 1%
donde se puede observar claramente la contaminacién del ADN
extraido por tres diferentes protocolos a partir de una misma muestra
procedente del HSJD. Carriles 1 y 2: Método Chelex, 3 y 4: Método
Shi, 5: Marcador de Peso Molecular, 6 y 7: Método Sigma.

La electroforesis del extracto del Método Microondas mostré que el
protocolo causa la fragmentacion y degradacion practicamente total del
ADN, posiblemente debido a que se somete la muestra a alta temperatura
durante un tiempo considerable (6 minutos) sin ningun aditivo que proteja
de manera eficiente al ADN desnudo en la muestra (Figura 1).

El dltimo método evaluado fue Frank, con el que tampoco fue posible
observar ADN de buen peso. El barrido tenue que presenta se encuentra
basicamente cerca de las 300pb (Figura 1). Se sospecha que la ebullicién
durante ocho minutos es la fuente de degradacién del ADN.
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Por lo tanto, los Métodos Chelex, Shi y Sigma logran recobrar ADN de
suficiente peso, posiblemente apto para estudios por PCR. La efectividad
de extraccion de estos tres protocolos es alta (90%). El estado de
degradacion en el que se encuentra el ADN, a causa del proceso de
fijacion con formalina y parafinacion de las muestras, es la posible razén
de no alcanzar el 100% de efectividad con ninguno de los protocolos
aplicados.

I.Lb. Evaluacibn de la pureza y concentracion del ADN por
espectrofotometria de luz U.V.:

Los valores de la DOapn de los métodos Shi, Chelex y Sigma resultaron
confiables, al considerarlos entre 0,1 y 1,0. En el caso de los métodos
cuyos valores de DOapn Son menores que 0,1 (Microondas y Frank), la
cantidad de ADN en la muestra es tan baja (inferior a 0,2ug/ul) que el
espectrofotometro de luz UV no es lo suficientemente sensible para
determinar de manera fiable su concentracion. Por lo tanto, la relacion
DOabniprot tampoco se puede considerar fiable (QIAGEN, 2003b).

La muy baja concentracion de ADN en las muestras de los métodos
Microondas y Frank concuerda perfectamente con lo analizado en la
electroforesis en gel de agarosa, en donde se observo una degradacion
casi total del ADN (Figura 1). Si se siguen estos dos criterios, los métodos
Frank y Microondas no parecen recuperar eficientemente el ADN de los
bloques de parafina.

El método Chelex recupera la mayor concentracion de ADN (0,778 ug/ul)
y posee un valor de DOapniprot Muy cercano a 1,5 (especificamente 1,2).
Este método es capaz de extraer una considerable cantidad de ADN de
pureza media (ADN de alta pureza corresponde a un valor por encima de
1,5). Aunque el procedimiento de extraccibn no cuenta con pasos
especificos para la purificacion del ADN, aparentemente no se encuentran
niveles alarmantes de contaminantes, potenciales inhibidores de la PCR.
El Método Shi extrae una concentracion mediana de ADN, al igual que el
Método Sigma (0,236ug/pl y 0,279 respectivamente). Los datos obtenidos
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para la relacion DOapnjprot Para el Método Shi (1,5) corresponden a ADN
de alta pureza. Este resultado es de esperarse, puesto que es un
complejo protocolo de extraccion organica, con pasos de aislamiento y
purificacién del ADN, en donde ademés se ha obtenido una considerable
concentracion de ADN (0,236ug/pl).

Aungue en la electroforesis en gel de las muestras extraidas con el
Método Shi, se distingue la contaminacion en los pozos (Figura 3, carriles
1y 2), se sospecha que no es de origen proteico. Esta contaminacion
puede ser tratarse, en mayor medida, de solventes o detergentes
utilizados durante la extraccion del ADN (BMG LabtechApplication, 2002;
Marquart, 2005; University of Toledo, 2004; UPR, 2004).
Antagonicamente, el Método Sigma dio resultados bajos en la DOapniprot-
Para este método no se realizan pasos de purificacion ni precipitacion, por
lo que resulta légico obtener un alto contenido de contaminantes
(proteinas, solventes y detergentes) en la muestra, que provocan una alta
absorbancia a 280nm (DOpo) Yy por lo tanto disminuyen
considerablemente la relacion DOapniprot. ESta contaminacion también
puede apreciarse en la electroforesis en gel (Figura 3). La alta
concentracion de contaminantes en la muestra podria eventualmente
inhibir la PCR, aunque por tratarse de un kit de extraccion, su
estandarizacion deberia de evitar estos desaciertos (Marquart, 2005).
Aunque tradicionalmente se ha determinado la concentracion de ADN
midiendo la DOapn de la muestra, este es un método de baja sensibilidad,
debido a que los valores obtenidos mediante espectrofotometria poseen
multiples factores influyentes. Especialmente el ADN cromosdémico, ARN y
otras sustancias tanto organicas como inorganicas que tienen su
absorbancia maxima a 260nm o cerca de este punto, que contribuyen a
aumentar la absorbancia. Estos pudieron sobreestimar la DOapy Y haber
afectado directamente los resultados de la concentracion del ADN y de la
DOabniprot (Berthold Technologies, 2005; BMG LabtechApplication, 2002).
Otra de las desventajas del método es que la relacion A260/280nm no es

lineal, por lo que puede llevar a consideraciones erroneas. Por esto se
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recomienda el uso de esta relacion obtenida mediante espectrofotometria,
solo como método complementario de evaluacion (Camarena, 2001).

Se recomienda, al trabajar con bajas concentraciones de ADN, la
cuantificacion mediante gel de agarosa, ya que resulta mas confiable
(QIAGEN, 2003b).

l.c. Determinacion de la viabilidad de amplificacion del ADN para la PCR:
Al utilizar los iniciadores PC04 y GH20, del gen constitutivo de la B-
globina, mostraron una gran eficacia. Con el protocolo de amplificacion
usado se obtiene un uUnico producto de aproximadamente 270pb (el
esperado es de 267pb). El tamafio de la banda se corrobor6 mediante
genotipeo utilizando un secuenciador automético ABI Prism 310,
constatando que se trata de la banda deseada de 267pb (Figura 4).

HE 65 080704 biancoicd H12 103 123 3c (80704 bis 107 Fas

HE 5t 0soidg sbnegcd HIZ_ 103 fa
[ T R T ——— | Sire | Fesk Haight | Pea Aras | Diats Pt _I
= .
| S0.09 #67.53 1179 12583 5951

Figura 4. Genotipeo del gen de la B-globina realizado mediante el
secuenciador automatico ABI-Prism 310.

Cuando se amplific6 ADN de buena calidad utilizado como control
positivo, extraido de tejido fresco, la banda en los geles de agarosa
presento gran nitidez y brillo en todos los casos.

En algunas oportunidades se observaron dimeros de los iniciadores
(primer-dimers), posiblemente por la poca cantidad de ADN blanco en la
muestra: aunque no hay razon para pensar que interfieren

significativamente con el desempefio de la reaccion.
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Muestras correspondientes a tres métodos distintos dieron
amplificaciones exitosas: Shi, Sigma y Chelex, a su vez éstos fueron los
tres que mostraron patrones de corrida en la electroforesis que indican
ADN de alto peso y que presentaron valores fiables en la cuantificacion de
ADN por espectrofotometria de luz UV. El porcentaje de amplificacion no
fue mayor al 50% para ninguno de los métodos (Shi 50%, Sigma 30%,
Chelex 10%, Microondas y Frank 0%).

Se encontr6 que so6lo una misma muestra amplific6 para dos métodos
distintos (Sigma y Shi). Esto se podria deber a la mala conservacion del
ADN en estas muestras, que determina un bajo nimero de fragmentos
diana para la PCR.

No se logré encontrar ninguna relacion directa entre los datos obtenidos
en la cuantificacién del ADN (concentracion y pureza) con las muestras
que amplificaron. Sin embargo, si es posible observar que aquellos
métodos con valores de concentracién y pureza de ADN mas altos
(métodos Shi, Sigma y Chelex), amplificaron al menos una muestra.

El Método Shi, cuyo grado de pureza es alto, fue el protocolo de
extraccion mas exitoso cuando de amplificacion se trata. La rehidratacion
paulatina de los tejidos en las fases iniciales de la extraccion,
posiblemente omite el dafio mecanico que se puede producir al manipular
el ADN de las muestras fijadas en formalina. Los pasos de purificacion y
precipitacion parecieran eliminar eficientemente los inhibidores de la PCR,
puesto que aun cuando en ocasiones se evidencia abundante ADN en la
electroforesis de la PCR, la reaccién no se inhibe.

Estudios como los de Cao et al. (2003), Coombs et al. (1999), y Shi et al.
(2002), donde se probaron protocolos de diferente naturaleza, para la
extraccion de ADN a partir de tejido parafinado, concuerdan al comprobar
que a partir de protocolos que utilizan purificaciones fendlicas se puede
obtener ADN apto para la PCR. Esto también concuerda con trabajos
como el de Libdrio et al. (2005). Aunque Coombs et al. (1999) apuntan a
que una variacién del Método Chelex es el método que da mejores

resultados, inclusive contra la extraccion fenodlica.
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Por otro lado no fue posible encontrar anteriores experiencias con el Kit
Extract-N-Amp de Sigma-Aldrich (Método Sigma) en muestras
parafinadas, por lo que es imposible determinar su rendimiento
comparativo con otras investigaciones. La baja calidad del ADN de la
muestra pudo ser la causa del escaso porcentaje de amplificacidén
alcanzado con el kit (30%). Originalmente este kit se implementd para
tejido fresco, a partir del cual se pueden amplificar productos mayores a
1kb, pero no para tejidos parafinados. Segun esta experiencia el kit no
alcanza el desempeiio esperado (Sigma-Aldrich 2005).

Un kit disefiado para extraer ADN degradado, como lo son las muestras
parafinadas, posiblemente lograria un mayor desempefio. Segun la
literatura ha sido posible utilizar de manera satisfactoria kits como el
“GenomePlex® WGA Reamplification Kit” de Sigma-Aldrich, el “Nucleon
HT Kit” de Amersham Biosciences y EX-WAX™ DNA Extraction Kit de
Chemicon Internacional para extraer ADN de parafinadas (Walter et al.,
2005; Seth et al., 1998; Chemicon, 2003). Ninguno de los cuales estuvo
disponible para este estudio.

Los métodos que aplican Unicamente calor para obtener el ADN,
incluyendo métodos de microondas como el probado en esta ocasion,
poseen resultados contradictorios segun los estudios encontrados. Por
ejemplo, Coombs et al. (1999) y Cao et al. (2003) aseveran haber
obtenido ADN amplificable con los métodos en donde se aplica
principalmente calor; mientras Shi et al. (2002) sefialan que no se
pudieron obtener resultados positivos de este tipo de extracciones, como
se observo en el presente estudio. Posiblemente, en los casos en los que
se procesen muestras de muy alta calidad (estado conservado de los
acidos nucleicos), este tipo de procedimientos sean aplicables
satisfactoriamente.

El Método Frank fue reportado por el mismo Frank y coautores (1996)
como el mas efectivo. Contradictoriamente, en esta investigacion el ADN
total visualizado mediante electroforesis en gel, revela una gran

degradacion del material genético, la concentracién de ADN cuantificada
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por espectrofotometria fue muy baja y ademas no fue posible obtener en
ninguna oportunidad ADN amplificable a partir de las muestras sometidas
a extraccién con este método. Tal como se propuso con anterioridad,
después de la digestion enzimética con Proteinasa K, la ebullicion del
ADN durante ocho minutos, es posiblemente el foco primario de
degradacion.

La amplificacion de las muestras parafinadas analizadas se puede ver
afectada por mudltiples factores, uno de ellos puede ser el tiempo de
fijacion al que han sido sometidos los tejidos. Ha sido reportado que el
tiempo de fijacion, pueden originar bajas importantes en la eficiencia de
amplificacion después de 1 semana e inclusive 24 horas segun los
autores (Frank et al., 1996).

Aunque se asume que el proceso de fijacion requiere por lo menos una
hora por milimetro de tejido, rutinariamente los tejidos se fijan de 24 a 48
horas. Aunque esta préactica no tiene efectos sobre la histopatologia, para
estudios de patologia molecular, entre mayor sea el tiempo fijacion del
tejido, mayores son los efectos adversos sobre la calidad del ADN del
tejido (Srinivasan et al., 2002).

Ha sido demostrado por algunos autores, que en promedio el tamafo del
ADN extraido de tejido filado en formalina buferizada aumenta
inversamente con el tiempo de fijacion. A partir de tejidos fijados de tres a
seis horas es posible aumentar las cantidades de ADN de alto peso
molecular extraido (Srinivasan et al., 2002).

Otros ejemplos de condiciones limitantes para la amplificacién de tejidos
incluidos en parafina son el tiempo de almacenamiento y el pH inicial del
fijador utilizado. Controlar el pH no era una practica tan comun en
décadas pasadas como lo es actualmente, por lo que puede que afecte
en mayor medida a aquellas muestras de mayor edad (Frank et al., 1996).
Uno de los resultados mas preocupantes fue la debilidad de las sefiales
de los productos de la B-globina. Este tipo de sefales pueden llevar a la
facil interpretacion de falsos negativos y complicar enormemente la

interpretacion de posibles diagnosticos, cuando la PCR es evaluada
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utiizando geles de agarosa. En cuyo caso, la disponibilidad de un
secuenciador de ADN se hace indispensable, pero encarece
significativamente los costos por muestra. La implementacion vy
dependencia de este tipo de equipo hace que se deba evaluar
cuidadosamente la opcion.

Al valorar el periodo de almacenamiento de las muestras parafinadas, fue
posible amplificar muestras con periodos desde los 15 dias hasta los 7,5
meses. Las muestras que presentaron una sefial clara fueron aquellas
entre los 0,5 y 4 meses. Estos resultados son incongruentes con los
resultados obtenidos por Jiménez (2005) en un estudio realizado en
muestras parafinadas provenientes del Hospital Calderon Guardia en
donde solo a partir de muestras con menos de un mes de
almacenamiento, fue posible extraer ADN amplificable.

En otros casos reportados, la amplificacion de productos de PCR de no
mas de 200pb en geles de agarosa se realiza como procedimiento de
rutina en muchos otros laboratorios, usando inclusive muestras con
periodos de almacenamiento de hasta 10 afios. Numerosos estudios han
revelado que es posible extraer ADN exitosamente de bloques archivados
por largo tiempo (hasta cuarenta afios) (Frank et al., 1996, Giorgi de et al.,
1994, Libdrio et al., 2005, Pavelic et al., 1996 y Shibata et al., 1988).
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 (temperatura controlada).
Otros investigadores han encontrado un efecto negativo del tiempo en el
ADN de los bloques de parafina. La magnitud del dafio hace evidente que
en aquellas muestras archivadas por mas tiempo, solo es posible
amplificar fragmentos de menor tamafio que en aquellas muestras mas
jovenes. Entre el reporte de los autores el tiempo 6ptimo para realizar la
extraccion del ADN y correspondiente analisis varia considerablemente
desde un mes, cinco afos, dieciocho y hasta treinta y seis afios
(Bernstein et al., 2002; Jiménez, 2004; Wong et al., 1998; Nadji et al.,
1996).
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En nuestra experiencia es imposible determinar si realmente existe un
punto de descenso en la efectividad de la PCR segun la edad de los
bloques parafinados.
Entre otras posibles causas que explican la degradacion del ADN en las
muestras parafinadas se encuentra la insuficiente neutralizacion de la
formalina, causando la depurinizacion del ADN, lo que inhibe la
amplificacion. La degradacion que causa la formalina en el ADN es alta y
aumenta durante la inclusion, cuando se utilizan altas temperaturas. Se
cree que inclusive durante su almacenamiento, esta degradacion
posiblemente continla, aunque en menor grado (Libdrio et al., 2005).
Pareciera que otro tipo de fijadores, como el metanol, etanol, histochoice
(compuesta de una mezcla de pequefias moléculas no téxicas que se
unen a las proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos sin entrecruzarlos
con su ambiente) el método AMeX (acetona, metilbenzoato, xilol), e
inclusive variaciones del uso de la formalina (a 4°C o adicionada con
EDTA) han dado dan mejores resultados en analisis moleculares
(Noguchi et al., 1997).
Las razones por las que la PCR a partir de ADN aislado de parafinadas
resulta inconsistente, se pueden resumir a grosso modo en (Cao et al.,
2003; Libdrio et al., 2005):
Baja cantidad o ausencia de ADN blanco detectable.
Presencia de inhibidores (como la hemoglobina, metales pesados,
alta concentracion de pequefios fragmentos de ADN que compiten
con el ADN diana y proteinas desnaturalizadas imposibles de
eliminar totalmente).
Degradacion del ADN total blanco, que puede ocurrir durante el
largo lapso entre la toma del tejido y la fijacion y puede ser
afectada por el tipo de fijador utilizado y la duracién de la fijacion.
Fragmentacion de los acidos nucleicos debido a la fijacion en
formalina.
l.d. Célculo del tiempo de procesamiento de muestras por protocolo y

precio por muestra:
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Debido a la diferente naturaleza de cada uno de los protocolos aplicados
en esta investigacion, el tiempo y los dias necesarios para procesar una
muestra varian considerablemente, de 1 a 3 dias y de 1,05 a 5,17 horas.
El factor tiempo no solo es importante en si mismo, sino que determina las
horas-costo de personal calificado (Cuadro 5).

Los dos métodos que necesitan menor trabajo son Frank y Microondas,
poco mas de una hora; sin embargo los resultados en la extraccion fueron
bajos comparados con los otros tres y con resultados nulos para la PCR.
Aungue los protocolos resultan comodos y agiles no dan los resultados
esperados.

Por lo general, la gran ventaja que ofrecen los kits de extraccion de ADN
es la reduccion sustancial del tiempo y la laboriosidad de los
procedimientos. Puesto que el kit utilizado en esta investigacion no es
especificamente disefiado para tejidos parafinados, los pasos previos de
desparafinacion del tejido consumen aproximadamente tres horas para
procesar 10 muestras, lo cual encarece considerablemente el costo. En
este caso, el kit no resulta tan satisfactorio, como lo es para extraer ADN
de tejido fresco, en donde el procedimiento puede tardar unos 20 minutos.
Puesto que el kit incluye los reactivos de extraccion y amplificacion, el
precio de la extraccion es imposible de calcular certeramente (Cuadro 5),
pero es posible suponer que ronda los ¢23 000, muy similar al Método
Chelex (¢22 354); sin embargo, el primero posee un porcentaje mayor de
amplificacion que el segundo.

El Método Shi es el méas costoso y laborioso de todos, no obstante fue
con el que se obtuvo un mayor porcentaje de amplificacion. Este método
presenta algunos otros inconvenientes, como la utilizacion de reactivos
altamente toxicos, volatiles y contaminantes que generan problemas de
manejo y desecho, y la necesidad de multiples lavados y centrifugaciones
que aumentan el riesgo de contaminacion (Verissimo et al. 2004).
Finalmente al apreciar en conjunto los cuatro parametros de evaluacion
de los protocolos de extraccion, sin dejar lugar a dudas el método
propuesto por Shi y colaboradores (2002) es el que resulta mas eficiente
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para la extraccion de ADN a partir de las muestras parafinadas utilizadas
para este estudio, a pesar de sus defectos. Debido a la baja calidad de los
acidos nucleicos de las muestras, el método de extraccion parece incidir
directamente en el éxito de la PCR.

Para la siguiente etapa del estudio, el protocolo propuesto por Shi et al.
(2002), Método Shi, se utilizé para la extraccion de ADN a partir del tejido
de los diferentes servicios de anatomia patologica de la CCSS.

[I. Evaluacion del material de los diferentes servicios de Anatomia
Patologica de la CCSS

Los diferentes porcentajes de amplificacién obtenidos indican que el
protocolo de extraccion elegido, Método Shi, aunque laborioso, resulta
eficiente (Cuadro 6). Fue posible obtener porcentajes de amplificacion
altos (mayores que 50%) en tres servicios: HMP, HNN, HM. Si es posible
extraer de manera eficaz, fragmentos de ADN amplificables de hasta
270pb utilizando la PCR, a partir de tejido fijado con formalina buferizada
al 10%; siempre y cuando el proceso de preservacion de los tejidos se
realiza bajo condiciones adecuadas. Seria de gran interés evaluar las
condiciones y vias de estos servicios y compararlas con el resto de
servicios valorados.

Antagdénicamente el proceso de preservacion de los tejidos de los
servicios con bajos porcentajes de amplificacion (50% o menos) debe ser
minuciosamente evaluado: HSJD, HCG, HMC, HTF, HEP y HSC. De esta
manera, eliminar los focos y puntos criticos durante el proceso que
provocan la degradacion del ADN. Asi, seria posible corregir el proceso
de preservacion de los tejidos, de manera que también se conserve
histolégicamente sin dafar el ADN de las muestras.

No fue posible determinar si existe una correlacion entre la concentracion
de la formalina: al 15% utilizada en el HNN versus al 10% utilizada en el
resto de los servicios participantes de la investigacion. Lo cual prueba que
posiblemente el factor mas influyente en la preservacién de los acidos
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nucleicos en este servicio, no es la concentracion de la formalina, sino las
practicas hospitalarias referentes al procesamiento de las muestras.

En el caso del HEP, anico servicio del cual no se logr6 extraer ADN
amplificable, no se encontré diferencia entre el origen de la formalina
(HEP o HSJD) y la amplificacion de las muestras. Aunque sin duda alguna
la calidad del fijador es importante, nuevamente se apunta que otros
factores de manejo durante el fijado y parafinacién de los tejidos son los
que realmente causan la degradacién del ADN de las muestras.

En esta investigacién no se determind el efecto negativo del tiempo de
almacenamiento, en la conservacion del ADN de las muestras
parafinadas. Sin embargo, fue posible extraer ADN amplificable de hasta
poco mas de un afio (HTF y HCG); y dos afios (HTF). Para determinar el
punto de descenso en la eficiencia de la prueba es necesario realizar un
estudio que incluya sisteméaticamente muestras con diferentes periodos
de almacenamiento.

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:
la duracion de la fijacion, tamafio del tejido, tiempo transcurrido entre la
extraccion de la muestra y la fijacion, periodo de uso del mismo fijador y
calidad del fijador, entre otras, estuvieron fuera del control de esta
investigacion.

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 y Dermatologia), el Servicio y el Anexo de Anatomia
Patologica. A su vez, esto conlleva la manipulacion de la muestra por
diferentes personas: Médicos, Enfermeros, Técnicos y personal no
especializado. Este proceso se evidencia en el Anexo 3, que describe las
vias necesarias para incluir una muestra en parafina en el HSJD.
Idealmente, este complejo proceso que deben recorrer las muestras hasta

incluirse en parafina, se deberia optimizar en todos los servicios de
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Anatomia Patolégica de todos los Hospitales. Para ello, se deben
considerar los siguientes puntos (Srinivasan et al., 2002):
Coordinacion logistica para determinar el momento exacto en que
el cirujano o médico remueve el tejido y disponibilidad de personal
para trasladarlo vy fijarlo.
Controlar el tiempo de prefijacién (tiempo entre la extraccion del
tejido y su procesamiento), para reducirlo al maximo.
Cuando especimenes diferentes son removidos en momentos
diferentes durante una misma sesién quirurgica, el intervalo de
tiempo entre la extraccion y el procesamiento debe ser consistente
y corto.
Otros factores como el cambio de pH y el estrés ambiental pueden
causar que nuevos genes sean transcritos en cualquier punto del
procedimiento. Lo cual es de especial interés en estudios de
expresion génica, cuando es necesaria la recuperacion de ARN.
Idealmente, los tejidos deberian ser fijados inmediata y completamente
cuando son extraidos, eliminando o reduciendo al maximo el tiempo de
prefijacion, para lo que resulta indispensable concienciar al personal.
Aunque es necesario reconocer que en ocasiones, el periodo de
prefijacion, es determinado en parte por la naturaleza de la cirugia (en los
casos en que este procedimiento es necesario) y por lo tanto, es
imposible de alterar. Durante este tiempo, se da una degradacion de ARN
y proteinas, lo cual ocurre muy especialmente en tejidos como el

pancreatico y piel.

lll. Conceptualizacion de la patologia molecular en nuestro pais

Las primeras declaraciones de derechos humanos no hacian mencion a
bienes especificos, concentrandose en la proteccion basica de la persona
y libertades laborales, de desplazamiento y expresién. En los derechos
fundamentales de segunda generacion se le concede a todo ciudadano el
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acceso a ciertos bienes esenciales para subsistir, como los programas
gue promueven la salud y otorgan atencion médica (Kottow, 2005).

El concepto de atencibn médica, conceptualizado como derecho
fundamental del ser humano, ha ido evolucionando paralelamente con las
opciones diagndstico-preventivas y diagnostico-terapéuticas. Diagnosticos
cada vez mas especificos y complejos han dado paso a opciones de
tratamiento cada vez mas concretas y eficaces. Esto ha logrado un uso
mas eficiente de los recursos sanitarios (humanos y tangibles) y elevar la
calidad de vida de los pacientes. La aparicion de subespecialidades,
como la patologia molecular, son prueba directa de este impetuoso
desarrollo en el area médica.

El Sector Salud de Costa Rica esté integrado por multiples instituciones,
sin duda alguna sobre la CCSS recae un gran papel: el aseguramiento
publico de salud, el cual incluye atencibn médica integral, prestaciones
sociales y de dinero (Garcia, 2004; OPS et al., 2004).

Existen tres niveles de atencién (Garcia, 2004):

1. Primer nivel: los servicios basicos de salud que realizan acciones
de promocién de la salud, prevencion de la enfermedad, curacion y
rehabilitacion de menor complejidad.

2. Segundo nivel: brinda apoyo al primer nivel de atencion y ofrece
intervenciones ambulatorias y hospitalarias por especialidades
bésicas y algunas subespecialidades.

3. Tercer nivel: provee servicios ambulatorios y de hospitalizacion
mas complejos en las especialidades y subespecialidades del
segundo nivel de atencion y en todas las demas
subespecialidades. Adicionalmente, en este nivel se brindan
servicios de apoyo, diagnéstico y terapéutico que requieren de alta
tecnologia y especializacion.

En especifico, los servicios de apoyo diagndstico que brinda la patologia
molecular se encuentran en este ultimo nivel de atencion, segun la actual
clasificacion. El servicio altamente especializado que brinda esta
subespecialidad se ha vuelto imprescindible como apoyo al area de
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anatomia patoldgica, ante el desarrollo de la patogenia, la etiologia y la
especificidad terapéutica.

Las técnicas aplicadas en la patologia molecular se catalogarian dentro
del sistema de salud como “desarrollo tecnoldgico”, puesto que la mayoria
de ellas no ha sido implementada como parte rutinaria dentro del
ambiente hospitalario, como lo mostro la encuesta realizada.

El desempefio de la investigacion y desarrollo tecnolégico, en el contexto
de la rectoria en salud, tiene avances modestos. Se pueden mencionar el
Reglamento de Investigacion en Seres Humanos y la constitucion de la
Comision Nacional de Investigacién en Salud, a través de la cual se han
implementado los procesos de autorizacion y registro de las
investigaciones en seres humanos, con el apoyo de los consejos ético
cientificos correspondientes (OPS et al., 2004).

En el area de la formacion en bioética, con apoyo de Organizacion
Panamericana de la Salud y la Organizacién Mundial de la Salud (OPS-
OMS), se ha capacitado a profesionales. Ademas la Universidad de Costa
Rica y la Universidad Nacional han creado la maestria en bioética (OPS et
al., 2004).

A pesar de estos logros, en la evaluacion del 2001 de las Funciones
Esenciales de Salud Publica, se revelé que las funciones con menor
desempefio fueron las de investigacion esencial para el desarrollo e
implementacion de soluciones innovadoras en salud publica. Bajo la
anterior perceptiva, situaciones como la falta de interés cientifico de
algunos sectores sanitarios, la limitacién de recursos y el divorcio entre la
CCSS y los programas de investigacion, se vuelven cada vez mas claros
(OPS et al., 2004).

Es evidente, que el area de la patologia molecular y en general, la
inversion y participacion en investigacion cientifica en salud, precisan
enfocarse desde un punto de vista diferente. Es necesario que se
desarrollen de la mano con el sistema nacional de salud, como parte
indispensable y generadora de recursos, ya sea en manos institucionales

y/o universitarias.
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La posibilidad de un laboratorio centralizado pareciera mas factible, como
lo demuestra la encuesta (un 91% de los encuestados concordaron con
este criterio) puesto que el nUmero de casos por servicio, que necesita
apoyo de la patologia molecular, no justifica mas de un laboratorio. Es
inevitable tener en cuenta que las necesidades de diagndstico molecular
variardn segun hospital, por lo que se debe de prever de antemano las
principales necesidades a nivel nacional.

Aunque los encuestados incluyen la ausencia de personal cientifico
calificado, como razén por la cual no se ha desarrollado la patologia
molecular en el pais, podria considerarse a la inversa. Profesionales
como bidlogos y biotecndlogos (actualmente excluidos como
profesionales de la salud por la Ley General de Salud en su articulo 40) o
patdlogos y microbidlogos especializados, podrian desempefiarse en
estas areas.

Si es evidente la paulatina insercion de la biologia molecular y la
biotecnologia en el sistema de salud costarricense, mas especificamente,
en la CCSS. Proyectos como el de tamizaje en el HNN, células madre en
el HSJD, cancer de mama en el HCG, son indicios de la evolucion real
gue sufre el sistema de salud y de la apuesta segura por las nuevas
tecnologias para asegurar un mejor y mas completo servicio, en donde la
salud del paciente figura indudablemente como prioridad.

Otro ambicioso proyecto es el que figura en manos del HCG vy el Instituto
Costarricense contra el Cancer, para finales del 2007: la creacion de un
laboratorio de oncologia molecular. Este proyecta brindar un servicio de
apoyo a la red oncolégica nacional a través de un centro altamente
especializado en técnicas avanzadas de biologia molecular y celular. Los
analisis ofreceran la posibilidad de una atencién “individualizada” en la
prevencién, diagnostico, tratamiento y seguimiento de pacientes. Se
llevardn a cabo estudios a nivel transcriptomal, de expresién proteica y
genético (amplificaciones, delecciones y traslocaciones de genes

supresores y oncogenes).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A. Sobre la calidad del ADN de las muestras parafinadas de la CCSS

1.

La obtencion de ADN adecuado para llevar a cabo estudios con la
PCR a partir de muestras parafinadas, depende de mudltiples
variables que actuan sobre los tejidos antes, durante y después de
la fijacion, que se encuentran fuera del control del investigador.

El dafio causado al ADN en los especimenes fijados en formalina y
parafinados son, en Ultima estancia, determinados por las
condiciones propias de fijacion-parafinacion-almacenamiento a las
gue son sometidas.

En definitiva el éxito de la PCR, como método in vitro de
amplificacion  depende del adecuado procesamiento 'y
almacenamiento de las muestras y del protocolo de extraccion de
ADN utilizado.

El protocolo basado en la extraccion fendlica (Shi et al. 2002) probo
ser el mas eficiente para extraer ADN de calidad 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 de los mismos deben ser sopesados.
En caso de que se manejen muestras de mayor calidad
(preservacion mas efectiva de los acidos nucleicos), se recomienda
utilizar otro protocolo de extraccion mas rapido y de menor costo
(Sigma o Chelex).

B. Sobre los procesos de preservacion y procesamiento de las

muestras parafinadas:

1.

El fijador y el proceso de conservacion de los tejidos utilizados por
la CCSS puede ser efectivo para la preservacion de los acidos
nucleicos, puesto que se ha reportado en experiencias en el
extranjero, la recuperacion de material de hasta 40 afios de edad y
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en esta investigacion se obtuvieron porcentajes de amplificacion de
hasta un 70% para un servicio de la CCSS.

2. Las condiciones propias y manejo de las muestras de los servicios
y anexos de Anatomia Patologica y otros servicios relacionados
con la extraccion de tejido para crear los bloques de parafina
(Cirugia, Ginecologia, Medicina Interna, Gastroenterologia vy
Dermatologia) hacen que el proceso de fijacion y parafinacion de
los tejidos no conserve adecuadamente el ADN de las muestras en
algunos de sus servicios.

3. La metodologia de fijacion y parafinacion de los especimenes en
anatomia patologica es muy dificil de controlar y estandarizar
completamente, puesto que se necesita una capacitacion real,
coordinacion y concientizacion de gran numero de diferentes
profesionales: médicos (patélogos, cirujanos, entre otros), técnicos
y personal no especializado.

4. Evaluar el estado de los reactivos en cuanto a lotes, las fechas de
vencimiento, formulacién adecuada y calidad utilizada para el
procesamiento de las muestras de anatomia patologica es
imprescindible.

5. Cuando se utliza formalina al 10% buferizada, como agente
conservador de tejidos y acido nucleico se recomienda: minimizar
al maximo el tiempo de prefijacion, reducir el periodo de fijacion a
un rango de 3 a 6 horas y fijar Gnicamente porciones de tejidos de
0,5alcm.

6. En los casos en donde las muestras sean de alto interés
diagnéstico-cientifico, se puede controlar minuciosamente y
optimizar el proceso de fijacién y parafinacion.

7. La CCSS puede invertir en capacitar y concienciar a su personal o
invertir en nuevos sistemas de fijacibn que hayan probado ser
menos perjudiciales para la conservacion de acidos nucleicos, en

las muestras de anatomia patolégica.
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8. Contratar personal o profesionales calificados o capacitados en
estas nuevas tecnologias apoyados por infraestructura y recursos,
es la manera de abrir paso decisivo a la patologia molecular en
Costa Rica.

C. Conceptualizacion de la patologia molecular en Costa Rica

1. Determinar un diagnéstico anatomopatolégico concluyente
apoyado por la patologia molecular, es una condicién generalizada
en la anatomopatologia mundial.

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

3. El desarrollo de la patologia molecular en Costa Rica es incipiente,
pero nuevos esfuerzos y proyectos sefialan una inevitable inversion
y desarrollo de esta area.

4. La concertacion de esfuerzos nacionales (hospitalarios-
universitarios) son necesarios para desarrollar esta linea de
atencion meédica e investigacion.

5. Resulta necesario llevar a cabo un sondeo institucional para
estimar la cantidad de casos anuales y establecer la verdadera
capacidad de un laboratorio especializado de patologia molecular
en el pais.

6. Este estudio es parte del primer esfuerzo de un largo camino para
desarrollar nuevas investigaciones autoctonas en el area de la

patologia molecular en Costa Rica.
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D. Se recomienda adema@s:

1. Ensayar la capacidad de amplificacion de fragmentos de un mayor
tamafo (>270pb) en muestras de la CCSS, para determinar la
posibilidad aplicar otras técnicas que requieren ADN de mayor
peso (como la PCR anidada).

2. Optimizar el protocolo de extraccion basado en el Método Shi et al.
2002 (es posible que reduccion de pasos o de tiempo por paso sea
viable sin alterar el desempefio del mismo).

3. Aumentar el nUmero de muestras por hospital, para obtener datos
estadisticamente validos, homogenizar el area de tejido por
muestra y tomar en cuenta tejidos parafinados de diferente
naturaleza.

4. Utilizar muestras de diferentes edades, para determinar si
verdaderamente existe un efecto negativo en la conservacion del
ADN de los tejidos parafinados de la CCSS.
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ANEXO 1. Boletin Técnico, Extract-N-AmpTM Tissue PCR Kit, SIGMA.

I SIGMA

050 Sproce Sireat
Saint Lous, Mesour 83703 LISA
Telephane BI0-325-5832 + (314) T71-57EE
Fax (214 2B6-TE2A
email lechsery @ zal.com
sigma=aldrich.com

Extract-N-Amp™ Tissue PCR Kit

Product Codes XNATZ and XNATZR

Productinformation

TECHNICAL BULLETIN

Product Description

The Extract-MN-Amp™ Tissue PCR Kit contains all the
reagents needed to rapidly extract and amplify
genomic DMNA from mouse tails and other animal
tizsues, buccal swabs, hair shafts, and saliva. Briefly,
the DNA is released from the starting material by
incubating the sample with a mixture of the Extraction
Solution and the Tissue Preparation Solution at room
temperature for 10 minutes. There is no need for
mechanical disruption, organic extraction, column
purification, or precipitation of the DNA.

After adding Neutralization Solution B, the extract is
ready for PCR. An aliquot of the neutralized extract is
then combined with the Extract-M-Amp PCR Reaction
Mix and user-provided PCR primers to amplify target
DMA. The Extract-MN-Amp PCR Reaction Mix is a 2x
ready mix containing buffer, salts, dNTPs, and Tag
polvmerase. Itis optimized specifically for use with
the extraction reagents. It also contains the
JumpStart™ Tag antibody for hot start PCR to
enhance specificity, but does not contain the inert red
dye found in the REDExtract-M-Amp™ PCR Reaction
i

Reagents Provided Product KNATZ XNATZR
Code 100 Preps, 1000 Preps,
100 PCRs 1000 PCRs

Extraction Solution E 7526 24 mi 240 mi

Tissue Preparation Solution T3073 3 mil 30 ml

Meutralization Solution B M 3810 24 ml 240 mi

Extract-N-Amp PCR Reaction Mix, E 3004 1.2 mi 12 ml

This is a 2x PCR reaction mix containing

buffer, salts, dNTPs, Tag polymerase, and

JumpStart Tag antibody.

Reagents and Equipment Required But Not
Provided
«  Microcentrifuge tubes (1.5 or 2 ml) or multiwell
plate for extractions (200 wl minimal well volume)
&  Small dissecting scissors
Forceps (small to medium in size)
Buccal swab (Sterile foam tipped applicator,
Product Code A 9601)
«  Sample collection card (Bloodstain card, Product
Code C 2613)
Tubes or plate for PCR
Heat block or thermal cycler at 95 “C
PCE Primers
Thermal cycler
Water, PCR grade, W 1754

* ¥ B % ¥

Precautions and Disclaimer

The Extract-M-Amp Tissue PCR Kits are for R&D use
only, not for drug, household, or other uses. Wear
dloves, safety glasses, and suitable protective clothing
when handling any reagent provided with the kit.
Consult the MSDS for information regarding hazards
and safe handling practices.

Storage

The Extract-M-Amp Tissue PCR Kit can be stored at
210 8 °C for up to 3 weeks. For long-term storage,
greater than 3 weeks, =20 °C is recommended. Do
not store in a "frost-free” freezer.
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Procedure
All steps are carried out at room temperature unless
otherwise noted.

A. DMNA extraction from Mouse Tails, Animal

Tissues, Hair, or Saliva

1. Pipette 100 pl of Extraction Solution into a
microcentrifuge tube or well of a multiwell plate.
Add 25 wl of Tissue Preparation Solution to the
tube or well and pipette up and down to mix,
Mote: If several extractions will be performed,
sufficient volumes of Extraction and Tissue
FPreparation Solutions may be pre-mixed in a
ratio of 4:1 up to 2 hours before use.

2a. For Fresh or Frozen Mouse Tails: Rinse the
scissors and forceps in 70% ethanal prior to
use and between different samples. Place a
0.5 -1 cm piece of mouse tail tip (cut end
down} into the solution. Mix thoroughly by
vortexing or pipetting.  Ensure that the mouse
tail is in solution.
Mote: For fresh mouse tails, perform
extractions within 30 minutes of snipping the
tail.

2b. For Animal tissues: Rinse the scissors or
scalpel and forceps in 70% ethanol prior to use
and between different samples. Place a
2 — 10 mg piece of tissue into the solution. Mix
thoroughly by vortexing or pipetting. Ensure
that the tissue is in the solution.

Zc. For Hair Shafts: Rinse the scissors and
forceps in 70% ethanol prior o use and
between different samples. Trim excess off of
the hair shaft lzaving the root and place sample
(root end down) into solution. COnly one hair
shaft, with root, is required per extraction.

2d. For Saliva: Pipette 10 pl of saliva into the
solution. Mix thoroughly by vortexing or
pipetting.

2e. For Saliva Dried on Card: Pipette 50 pl of
saliva onto collection card and allow the card to
dry. Rinse the punch in 70% ethanal prior to
use and between different samples. Punch a
disk {preferably 1/8 inch or 3 mm) out of the
card from the area with the dried saliva sample.
Flace disk into the solution., Tap tube or plate
on hard surface to ensure disk is in solution for
incubation period.
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Incubate sample at room temperature for
10 minutes.

Incubate sample at 95 °C for 3 minutes.

Mote; Tissuss will not be completely digested at
the end of the incubations. This is normal and
will not affect performance.

Add 100 wl of Neutralization Solution B to
sample and mix by vortexing.

Store the neutralized tissue extract at 4 “C or
use immediately in PCR. Continue with
Section C, step 1.

Maote: For long term storage, remaove the
undigested tissue or transfer the extracts to
new tubes or wells. Extracts may now be
stored at 4 “C for at least 6 months without
notable loss in most cases.

. DHNA extraction for Buccal Swabs
1.

Collect buccal cells on swab and allow the
swab to dry. Drying time is approximately

10 10 15 minutes.

Mote: Due to the low volume of solution used
for DNA extraction, a foam tipped swab should
be used. Swabs with fibrous tips, such as
cotton or dacron, should be avoided becauss
the solution can not be recovered efficiently,

Pipette 200 pl of Extraction Sclution into a
microcentrifuge tube, Add 25 pl of Tissus
Preparation Solution to the tube and pipette up
and down to mix

Mote: If several extractions will be performed,
sufficient volumes of Extraction and Tissue
Preparation Solutions may be pre-mixed in a
ratio of 8.1 up to 2 hours before use,

Place dried buccal swab into solution and
incubate at room temperature for 1 minute,

Twirl swab in solution 10 times and then
remove excess solution from the swab into the
tube by twirling swab firmly against the side of
the tube. Discard the swab. Close the tube
and vortex briefly,

Incubate sample at room temperature for
10 minutes,

Incubate sample at 95 “C for 32 minutes.
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7. Add 200 pl of Neutralization Solution B o
sample and mix by vortexing.

8. Sfore the neutralized extract at 4 “C or use
immediately in PCR. Continue with
Section C, step 1.

Mote: Extracts may be stored at 4 *C for at
least 6 months without notable loss in most
CASES.

C. PCR amplification

The Extract-MN-Amp PCR Reaction Mix contains
JumpStart Tag antibody for specific hot start
amplification. Therefore, PCR reactions can be
assembled at room temperature without prematurs
Tag DMNA polymerase activity,

Typical final primer concentrations are approximately
0.4 pM 2ach. The optimal primer concentration and
cyeling parameters will depend on the system being
used.

1.  Add the following reagents to a thin-walled
PCR microcentrifuge tube or plate:

Common cycling parameters:

Step Temperature Time Cycles
Initial Q4 3 minutes 1
Denaturation
Denaturation G4 °C 0.5-1 minutes
Annealing 45to 68 °C | 0.5-1 minutes | 20-35
Extension 7200 1-2 minutes

{~ 1 kbimin)
Final 720 10 minutes 1
Extension
Hald 492 Indefinitely

Reagent Volume
Water, PCR grade % ul
Extract-MN-Amp PCR reaction 10 pl
mix
Forward primer ¥l
Feverse primer v ol
Tissue extract 4 pl*
Total volume 20ul

*Note: The Extract-M-Amp PCR Reaction Mix is
formulated to compensate for components in the
Extraction, Tissue Preparation, and Neutralization
Solutions. If less than 4 i of tissue extract is
added to the PCR reaction volume, use a 50:50
mixture of Extraction:MNeutralization B Solutions to
bring the volume of tissue extract up to 4 ul.

2. Mix gently.

3. Foarthermal cyclers without a heated lid, add
20 pl of mineral oil on top of the mixture in
each tube to prevent evaporation.

4. Perform thermal cycling. The amplification
parameters should be optimized for individual
primers, template, and thermal cycler.

5. The amplified DNA can be loaded onto an
agarose gel after the PCR is completed with
the addition of a separate loading
buffer/tracking dye such as Gel Loading
Solution (G2526)

Mote; PCR products can be purified, if desired,
for downstream applications such as
sequencing with the GenElute™ PCR Clean-Up
Kiit.
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ANEXO 2. Método Miller et al. 1988, para extraccién de ADN humano.

Volume 16 Number 3 1988 Mucleic Acids Research

A simple salting out procedure for extracting DNA from human nucleated cells

S.AMiller, D.D.Dykes and H.F.Polesky

Memorial Blood Center of Minneapolis, 2304 Park Avenue South, Minneapolis, MN 55404, USA
Submitted November 18, 1987

One of the obstacles encountered when extracting DNA from a
large number of samples is the cumbersome method of deprotein-
izing cell digests with the hazardous organic solvents phenol
and isochloroform. Several other non-toxiec extraction pro-
cedures have been published, but require either extensiwve
dialysis (1) or the use of filters (2). A rapid, safe and
inexpensive method was developed to simplify the deprotein-
ization procedure. This method involves salting out of the
cellular proteins by dehydration and precipitation with a
saturated NaCl solution.

Buffy coats of nucleated cells obtained from anticoagulated
blood (ACD or EDTA) were resuspended in 15 ml polypropylene
centrifugation tubes with 3 ml of nuclei lysis buffer (10 mM
Tris-HC1l, 400 mM NaCl and 2 mM Na,EDTA, pH 8.2). The cell
lysates were digested overnight at 37°C with 0.2 ml of 107 SDS
and 0.5 ml of a protease K solution (1 mg protease K in 11 SDS
and 2 mM Na,EDTA). After digestion was complete, 1 ml of
saturated NaCl Eapgrﬂximately 6M) was added to each tube and
shaken vigorously for 15 seconds, followed by centrifugation
at 2500 rpm for 15 minutes. The precipitated protein pellet
was left at the bottom of the tube and the supernatant con-
taining the DNA was transferred to another 15 ml polypropylene
tube. Exactly 2 volumes of room temperature absolute ethanol
was added and the tubes inverted several times until the DNA
precipitated. The precipitated DNA strands were removed with
a plastic spatula or pipette and transferred to a 1.5 ml
microcentrifuge tube containing 100-200 pl TE buffer (10 mM
Tris-HCl, 0.2 mM Na,EDTA, pH 7.5). The DNA was allowed to
dissolve 2 hours at“37°C before quantitating.

The DNA obtained from this simple technique yielded
quantities comparable to those obtained from phenol-chloroform
extractions. The 260/280 ratios were consistently 1.8-2.0,
demonstrating good deproteinization. Restrictions were
performed using a number of different enzymes requiring high,
medium or low salt concentrations, all resulting in complete
restriction. This procedure has been used in our laboratory
on several thousand blood samples for parentage, population
and forensic studies. This technique is used with our non-
isotopic hybridization procedures (3) rendering the entire
process of RFLP analysis free of toxic materials.

REFERENCES : )
1. Longmire, J., Albright, K., Lewis, A., Meincke, L. and
Hildebrand, C. (1987) NWucleic Acids Res. 15, 859.
2. Leadon, S. and Cerutti, P.(1982) Anal. Biochem. 120, 282-288.
3. Dykes, D., Fondell, J., Watkins, P. and Polesky, H.
(1986) Electrophoresis 7, 278-282.
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ANEXO 3. Encuesta: Conceptualizacion de las nuevas técnicas

involucradas en la patologia molecular en Costa Rica

Datos personales:

Nombre:

Puesto:

1. ¢Ha tenido usted experiencia en el area de patologia molecular?
1.1 0 Si...............Durante cuanto tiempo:
1.2 O No

2. ¢Segun su experiencia, considera usted que las nuevas técnicas
moleculares que se han desarrollado a nivel mundial, para reforzar el
area de Patologia son realmente necesarias?

210 Si
2.2 O No

¢ Porqué?

3. ¢En Costa Rica como describiria usted el uso de estas nuevas
alternativas?

3.1 O Nulas (pase a la pregunta 4)

3.2 O Incipientes (pase a la pregunta 4)

3.3 O Desarrolladas (pase a la pregunta 5)

3.4 O No sabe

4. ¢Qué cree usted que ha determinado este incipiente/nulo desarrollo de

las técnicas moleculares para el diagnéstico e investigacion en el area
patoldgica?

4.1 O Limitacion recursos para la investigacion

4.2 O Divorcio CCSS/investigacion

4.3 O Falta de interés cientifico

4.4 O Ausencia de personal cientifico calificado

4.5 O Carencia de verdadera necesidad en el desarrollo de esta area
4.6 O Otras, especifique:
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5. ¢Conoce usted en Costa Rica, antecedentes de las técnicas
moleculares utilizadas en la patologia?

5108i...............Cuéles:
5.2 0 No

6. ¢Cree usted que en Costa Rica la aplicacion de estas técnicas traeran
ventajas al diagnostico e investigacion de las patologias vy
especialmente para una institucion estatal como la CCSS?

6.1 0 Si

7. ¢Qué casos clinicos considera usted prioritarios, para iniciar la
implementacion de tales técnicas?

8. ¢En qué forma considera usted que se debe iniciar la implementacién
de este tipo de técnicas en el pais?

6.1 O Laboratorios privados
6.2 O Laboratorio estatal hospitalario
6.1 [0 Laboratorio estatal centralizado
6.2 (0 Otro............Especifique:

Muchisimas Gracias.
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ANEXO 4. Cotizaciones de Reactivos.

Facilitadas por la empresa Biocientifica Internacional S. de R.L. y

Analytical Biosystems.

Cotizacion: HNN-Fer-Amer-VIII-05

Fecha: 24 de agosto, 2005

Vence: 24 de octubre, 2005

ITEM | CANT. No. PART DESCRIPCION Precio | Total §
Unit $
1 1 EP0402 Taq polimerasa 500 unidades, 90.00 90.00
Fermentas | incluye buffer 10X y solucién de
MgC|2
Entrega inmediata
2 1 R0O192 DNTPs, mix, 1 ml 10 mm 65.00 65.00
Fermentas | Entrega inmediata
3 1 R0491 Agarosa Top Vision para 130.00 130.00
Fermentas | productos de PCR, 100 gr
Entrega inmediata
4 2 Olig0.05Kmol | Sintesis de oligos B-Globina, 23.00 46.00
Fermentas | 20-25 nmoles.
Entrega 2 semanas
5 1 EO0491 Proteinase K, 20 mg/ml, 1 ml 25.00 25.00
Fermentas Entrega inmediata
6 1 B49 50X TAE Electrophoresis Buffer, | 70.00 70.00
Fermentas 1L
Entrega 2 semanas
7 1 R0611 6X Loading Dye Solution, 5x1ml 30.00 30.00
Fermentas Entrega inmediata
8 1 SM0321 GeneRuler™ 100bp DNA 70.00 70.00
Fermentas Ladder Plus, 50 ug, rango 100 a
3000 bp
Entrega inmediata
9 1 US75831 Phenol:Cloroformo:lsopropanol 235.00 235.00
Amersham | 25:24:1, 400 ml.
Entrega 5 semanas
10 1 17-1328-01 | Bromuro de etidio, 10 mg/ml, 10 95.00 95.00
Amersham | ml.
Entrega inmediata
11 1 US21608 Acetato de sodio 99.9 %, 1 Kg 115.00 115.00
Amersham | Entrega 5 semanas
12 1 US15701 EDTA sal disédica, 99%, 500 gr | 105.00 105.00
Amersham | Entrega 5 semanas
13 1 US75819 SDS, 98%, 100 gr. 50.00 50.00
Amersham | Entrega 5 semanas
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Su referencia;

Muesra referencia:

Reactivos biclogia molecular  Fecha cofizacion: 31 de Mayo de 2006

MDC-05-06-181 Fecha expiracion: 30 DIAS NATURALES

ITEM

CAN

NO. PART

DESCRIPCION PRECIC
UNITARIO

FRECIG
TOTAL

1a

1b

2a

2b

3a

1

T5941-100G

T5941-500G

TE06E-100G

TE066-500G

214736-1L

Tris HCl marca Sigma, envase de 100 gramos 55200
Trizma® hydrochloride for molecular biology,

Biotechnology Performance Certified, cell culture

tested, =99% (titration)

Tris HCl marca Sigma, envase de 500 gramos S127.00
Trizma® hydrochloride for molecular biclogy,

Biotechnology Performance Certified, cell culture

tested, 299% (titration)

Entrega inmediata

Tris base marca Sigma, envase de 100 gramos $29.00
Trizma" base cell culture tested, meets EP & USP

testing specifications, Biotechnology Performance
Certified

Tris base marca Sigma, envase de 500 gramos $86.00
Tris base grado cultive cellular, marca Sigma, envase

de 500 gramos

Trizma® base cell culture tested, meets EP & USP

testing specifications, Biotechnology Performance

Certified

Entrega inmediata

Xilol grado reactivo, marca Aldrich, envase de 1 litro $29.00

Xylenes reagent grade
Reactivo catalogado como peligroso
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ITEM GCAN  NO.PART DESCRIPCION PRECIO PRECIO
UNIT ARIO TOTAL

3b 1 29588411 Orto Xilol grado HPLC, marca Aldrich, envase de 1 37600 578.00
litro
o-Xylene CHROMASOLV® Plus, for HPLC, 98%
Entrega inmediata
Reactivo catalogado como peligroso

4 1 EV148-500ML  Etanol absoluto grado biologia molecular, marca $40.00 540.00
Aldrich, frascos de 500 mililitros
Ethanol for molecular biology, 190 proof
Reactivo catalogado como peligroso

) 1 P5368-10PAK  PBS marca Sigma, cada tableta para dissolver en 1 546.00 546.00
litro de agua destilada, paquete de 10 tabletas
Phosphate buffered saline pH 7.4, Biotechnology
Performance Certified

B 1 ER134-250G EDTA sal disodica marca Sigma, envase de 250 391.00 £91.00
gramos
Ethylenediaminetetraacetic acid disedium salt
dihydrate for molecular biology, 299%
Entrega inmediata

7 1 L4350-100G 505 grado biologia molecular, marca Sigma, envase 555.00 555.00
de 100 gramos
Sodium dodecyl sulfate for molecular biology, 298.5%
(GC)
Reactivo catalogado como peligroso

a 1 320242-1L Cloroformo grado reactivo, envase de 1 litro 351.00 £51.00
Chloroform reagent grade, contains 0.5-1.0% ethanol
as stabilizer
Reactivo catalogado como peligroso

9 1 19516-500ML Isopropanol {2-propanol) grado biologia molecular 347.00 547.00
99% puro, marca Sigma, envases de 500 mililitros
Reactivo catalogado como peligroso

10 1 53272-250G Acetate de sodio grado electroforesis, marca Sigma, 53500 535.00
envase de 250 gramos
Sodium acetate for electrophoresis, 299%, crystalline
Entrega inmediata

11 1 C7501-50G Chelex 100 sodium form particle size 50-100 mesh 5101.00 $101.00

(dry). Marca Sigma, 50 gramos
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ITEM CAM MNO. PART DESCRIPCION PRECIO PRECIO
UNITARID TOTAL

12 1 P4850-1ML Proteinasa K frasco de 1 mililitro actividad de 800 36400 564.00
unidades
Proteinase K from Trtirachium album
for molecular biology, =800 units/mL, buffered
agueous glycerol solution, DMAse, MNickase and
EMNAse, none detected
Requiere transporte especial en frio

13 1 XNATZ-TKT Extract-N-Amp " Tissue PCR Kit sufficient for 522400 $224.00
100 extractions, sufficient for 100 amplifications
Marca Sigma

14a 1 WGAT-B0RXN  GenomePlex” Whole Genome Amplification (WGA) 539400 $394.00
Kit
Marca Sigma
Requiere transporte especial en frio

14b 1 WGA3-50RXN  GenomePlex" WGA Reamplification Kit 519700 $197.00
Marca Sigma
Requiere transporte especial en frio

15a 1 P3653-25G Phenol ~59% , marca Sigma, envase de 25 gramos $16.00 518.00
Reactivo catalogado como peligroso

15k P3653-500G Phenol ~39% , marca Sigma, envase de 500 gramos $82.00 £82.00
Reactivo catalogado como peligroso
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ANEXO 5. Esquema del procesamiento de muestras para el Servicio

de Anatomia Patologica del Hospital San Juan de Dios

Toma de Envio del diagnéstico
la biopsia a la base de datos e
informe al paciente

i |

Fijacion en formalina

buferizada 10% Revision de laminillas y emision
l del diagnéstico (Patdlogo)
Inclusion en la base de T

datos del Departamento

Dictado caracteristicas
macroscopicas y corte
biopsias (Pat6logo)

l

Archivo especimenes
fijados

v

Ubicacién de los procesos:

Diferentes Areas Hospitalarias

Servicio de Anatomia Patolégica

- Anexo de Anatomia Patologica
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