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          23 min.

    La extracción de ADN -y su 

amplificación a través de la reacción en 

c a d e n a  d e  l a  p o l i m e ra s a  ( P C R ) - 

representa una fuente de material muy 

importante para hallazgos moleculares en 

el ámbito clínico, cien�fico y forense. En el 

s i g u i e n t e  t r a b a j o  u n  e q u i p o 

mul�disciplinario de profesionales nos 

presentaun estudio donde u�lizaron tres 

métodos diferentes de extracción de ADN 

y además analizaron su u�lidad en la 

amplificación por PCR

Javier Alonso Baena Del Valle*, 

Álvaro José Ramos Moreno**, 

Claudio Jaime Gómez Alegría***, 

Doris Esther Gómez Camargo****

* Médico, Residente de patología. Programa Jóvenes 

Inves�gadores e Innovadores “Virginia Gu�érrez de 

Pineda”, Colciencias. Facultad de Medicina, 

Universidad de Cartagena. Grupo de Inves�gación 

UNIMOL, Cartagena – Colombia.

** Bachelor of Science, Canal Medical Center. 

Houston, Texas – Estados Unidos de América.

*** Médico, Estudiante Doctorado en Medicina 

Tropical, Universidad de Cartagena.Bioquímico, 

Doctor  en  C ienc ias .  Facu l tad  de  C ienc ias , 

Departamento de Farmacia. Universidad Nacional de 

Colombia. Grupo de Inves�gación UNIMOL, Bogotá 

DC, Colombia

**** Bacterióloga, Magister en Microbiología Clínica, 

Doctora en Bioquímica y Biología Molecular. Facultad 

de Medicina, Doctorado en Medicina Tropical. 

Universidad de Cartagena. Grupo de Inves�gación 

UNIMOL, Cartagena, Colombia.

Comparación de métodos de extracción de ADN 
en tejidos parafinados y u�lidad para amplificación por PCR



18

Recibido: octubre 15 de 2012 

Aprobado: junio 16 de 2013

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 1 Julio 

2013 172-179

Autor de correspondencia: Doris Gómez 

Camargo. MSc. PhD. Carrera 6 No 5-161 

apartamento 502. Cartagena, Colombia. 

E-mail: degomez@hotmail.com

Resumen

 Los tejidos fijados en formol e 

incluidos en parafina son una fuente de 

material para hallazgos moleculares en el 

ámbito clínico y cien�fico, demostrándose 

que el ADN extraído de éstos, es adecuado 

para amplificación a través de la reacción en 

cadena de la polimerasa (RCP). En este 

estudio, se ensayaron tres métodos de 

extracción de ADN en tejidos incluidos en 

parafina, con el obje�vo de comparar la 

eficiencia de estos para obtener ADN 

adecuado, además se analizó su u�lidad en 

amplificación por RCP. Se emplearon tres 

muestras, correspondientes a una biopsia de 

pulmón, legrado endometrial y ganglio 

linfá�co, todas fijadas en formaldehido al 

10% e incluidas en parafina. U�lizándose 

tres métodos diferentes de extracción de 

ADN (extracción por sal�ng out, método 

modificado de Sambrook y kit comercial) El 

A D N  o b t e n i d o  s e  c u a n � fi c ó  p o r 

espectrofotometría, además se realizó 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, para 

comprobar si el ADN era de buena calidad y 

se realizó RCP para el exón 3 del gen 

caveolina 1. Todos los métodos dieron como 

resultado una buen producto de ADN 

genómico, observándose mayor can�dad y 

pureza en los métodos de sal�ng out y kit 

comercial, asimismo se obtuvo amplificación 

del producto esperado por estos dos 

métodos, no hubo buenos resultados con el 

ADN extraído por el método modificado 

“Prepara�on of Genomic DNA from Mouse 

Tai ls  y  Other Smal l  samples,  según 

Sambrook”. El ADN obtenido a par�r de 

tejidos FFIP puede ser amplificado por 

varios métodos, entre estos, la extracción 

por sal�ng out es ú�l y con poca toxicidad, 

permite obtener ADN de buena calidad para 

amplificación por RCP. 

Palabras claves: ADN, aislamiento y purifi-

cación, adhesión en parafina, formaldehido, 

reacción en cadena de la polimerasa.

Introducción

 Los tejidos fijados en formol e 

incluidos en parafina (FFIP) son una gran 

f u e nte  d e  m ate r i a l  p a ra  h a l l a zgo s 

moleculares en el ámbito clínico y cien�fico, 

porque representan un material biológico 

específico de una enfermedad, permi�endo 

establecer correlación entre aspectos 

moleculares, patogénesis, pronós�co clínico 

y tratamiento (Lehmann y Kreipe, 2001; 

Dedhia et al., 2007). 

 El ADN extraído de tejidos FFIP es 

adecuado para amplificación a través de la 

reacción en cadena de la polimerasa (RCP) y 

ex i s t e n  m u c h o s  e s t u d i o s  q u e  h a n 

demostrado la u�lidad del análisis gené�co 

basado en RCP con tejidos FFIP (Akao et al., 

1991; Sato et al., 2001), no solo para estudiar 

alteraciones del genoma humano, sino 

también para el diagnós�co de patógenos de 

importancia como virus y bacterias, en los 

cuales las técnicas de detección micro-

biológica convencionales pueden ser 

laboriosas y tomar varios días antes de 

obtener un resultado (Yang et al., 2004; 

Mahaisavariya et al., 2005; Dedhia et al., 

2007).

 El formaldehido al 10% es el fijador 

m á s  u � l i z a d o  e n  l o s  e s t u d i o s 

histopatológicos. Sin embargo, en algunos 

casos es di�cil obtener grandes fragmentos 

de ADN a par�r de tejidos FFIP debido a que 

el ácido fórmico generado en la solución de 

formaldehido al 10%, el �empo de fijación y 

el periodo de almacenamiento de los tejidos 

en bloques de parafina afecta la calidad del 

ADN. Por ejemplo, durante la fijación en 

formaldehido al 10%, este se transforma 

gradualmente en ácido fórmico, el cual 

hidroliza el ADN, generando extensa 

fragmentación de los ácidos nucléicos y 

pobres resultados en la amplificación por 

RCP (Greer et al., 1994; Pavelic et al., 1996; 

Sato et al., 2001).

 Los métodos tradicionales para 

aislamiento de ADN de tejidos FFIP u�lizan 

xilol como agente removedor de parafina, 

seguido de purificación con fenol/clo-

roformo, lo cual requiere múl�ples pasos 

con una prolongada duración y riesgo de 

contaminación cruzada con otras muestras 

que se estén procesando al mismo �empo 

(Howe et al., 1997; Yang et al., 2004).

 En este estudio, se aplicaron tres 

métodos para extracción de ADN en una 

serie de tejidos FFIP, con el obje�vo de 

comparar la eficiencia de estos para producir 

ADN de buena calidad y can�dad. Además 

de evaluar la aplicabilidad del ADN extraído 

al realizar amplificación por RCP.

Materiales y métodos

Tipo de estudio 

Estudio descrip�vo transversal

Diseño experimental 

Estudio cuan�ta�vo experimental

Muestras de estudio

 Se analizaron tres bloques de 

tejidos FFIP, archivados en el Laboratorio de 

Patología del Hospital Universitario del 

Caribe (Cartagena, Colombia), que habían 

sido previamente u�lizados para estudio 

histopatológico y diagnós�co. Se solicitó 

consen�miento informado. Las muestras 

correspondían a biopsia transbronquial de 

pulmón, una muestra de legrado endo-

metrial y una muestra de ganglio linfá�co, 

todas fijadas en formaldehido al 10% 

tamponado y almacenadas a temperatura 

ambiente en un periodo inferior a seis 

meses. Para cada caso, se tomaron tres 

cortes de 10 μm de grosor por triplicado. Se 

emplearon tres métodos diferentes de 

extracción de A D N para cada caso, 

realizando limpieza a fondo y nuevos sets de 

instrumentos de corte después de cada 

muestra procesada.
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Preparación inicial

 Los cortes fueron depositados en 

tubos de microcentrífuga con capacidad de 

1,5 ml. El proceso de remoción de la parafina 

y diges�ón enzimá�ca se realizó según el 

protocolo de Rivero y colaboradores. (Rivero 

et al., 2006) con algunas modificaciones, de 

la siguiente forma: 

 Se tomó el mismo número de 

cortes para cada muestra. Se añadió 1 ml de 

xilol precalentado (aproximadamente 50 °C) 

a cada microtubo y se mantuvo a 56 °C por 10 

minutos, luego se centrifugó a 10000 rpm, 

temperatura ambiente, por 5 minutos. El 

sobrenadante fue descartado, seguido de 

nuevos cambios de xilol precalentado, hasta 

que la parafina se removiera comple-

tamente. El botón fue lavado con etanol en 

concentraciones descendentes (etanol 

absoluto, etanol al 95% y al 70%). Cada 

cambio fue precedido por homogenización 

en vórtex y centrifugación a 10000 rpm, 

temperatura ambiente, por 5 minutos. 

Posteriormente se añadieron 400 μl de 

tampón de diges�ón proteinasa K μg/μl 

(NaCl 1 M, Tris-HCl 1 M, EDTA 0,5 M, pH 8; 

dodecilsulfato sódico 10%). La diges�ón en 

este caso se llevó a cabo por 24 horas a 60 °C, 

reduciendo el periodo de diges�ón de 1 – 2 

días, recomendando por Rivero y Cols. Al 

concluir este proceso la proteinasa K fue 

inac�vada por calor a 95 °C por 10 minutos. 

 Del material obtenido luego de la 

desparafinización y diges�ón enzimá�ca se 

realizó la extracción de ADN mediante los 

tres métodos señalados a con�nuación. 

Todos los experimentos fueron realizados 

por triplicado: 

Extracción de ADN por sal�ng - out 

(Método A)

 Se siguió el método planteado por 

Rivero y Cols (Rivero et al., 2006), reempla-

zando el agente precipitante original 

(acetato de amonio 2 y 4 M) por NaCl 5 M, de 

la siguiente manera: Una vez concluida la 

diges�ón enzimá�ca se añadieron 500 μl de 

NaCl 5 M. Los microtubos fueron agitados 

vigorosamente en un vórtex, se incubaron en 

hielo por 5 min y posteriormente se 

centrifugaron a 13,000 rpm, temperatura 

ambiente, por 5 minutos. El sobrenadante 

fue transferido a un tubo estéril con 600 μl de 

isopropanol, la mezcla se incubó en hielo por 

10 minutos y se centrifugó a 13,000 rpm, 

temperatura ambiente, por 5 minutos, 

c o n s e c u � v a m e n t e  s e  d e s c a r t ó  e l 

sobrenadante y el botón de ADN fue lavado 

con etanol al 70% y se centrifugó a 13,000 

rpm, temperatura ambiente, por 5 minutos. 

El sobrenadante fue descartado y el ADN fue 

finalmente disuelto en solución TE (Tris-HCl 

10 mM, pH 1,4 y EDTA 1mM, pH 8) e 

incubado a 4 °C por 24 horas.

Extracción de ADN por método modificado 

“Prepara�on of Genomic DNA from Mouse 

Tails y Other Small samples, según 

Sambrook (Método B)

 Se siguió el protocolo No. 5 (Prepa-
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ra�on of Genomic DNA from Mouse Tails y 

Other Small samples) según Sambrook 

(Sambrook, J, 2001) con modificaciones a la 

técnica, así: 

 Tras inac�var la proteinasa K de la 

solución de diges�ón, se obvió la u�lización 

de fenol y se añadió solo un volumen 

equivalente de c loroformo: alcohol 

isoamílico (24:1 v/v), agitando suavemente 

por inversión. Las fases orgánicas y acuosas 

se separaron por centrifugación a 10000 

rpm, temperatura ambiente, por 5 minutos. 

La fase acuosa superior se transfirió a un 

nuevo tubo de microcentrífuga. El ADN fue 

precip itado añadiendo un volumen 

equivalente de isopropanol, los tubos fueron 

incubados a -20 °C por 10 minutos y 

posteriormente centrifugados a 12000 rpm, 

temperatura ambiente, por 5 minutos. El 

isopropanol fue descartado y se lavó el 

botón con 500 μl de etanol 70%, se 

centrifugó a 12000 rpm, temperatura 

ambiente, por 5 minutos. Después de 

descartar el sobrenadante se secaron los 

botones en aire seco a temperatura 

ambiente, por 15 – 20 minutos. El ADN fue 

rehidratado en solución TE a 4 °C por 24 

horas.

Figura1: muestra el patrón electroforé�co 

del ADN obtenido por los tres métodos de 

extracción. En general el ADN genómico 

osciló entre 900 pb y 300 pb, lo cual es 

comúnmente observado en ADN extraído de 

tejidos FFIP. Se observaron diferencias en las 

corridas electroforé�cas; los patrones de 

ADN de los métodos A (sal�ng out) y C (kit 

c o m e r c i a l )  f u e r o n  m u y  s i m i l a r e s , 

obteniéndose una banda homogéneamente 

teñida entre 500 pb y 700 pb. El ADN 

obtenido por el  método B (método 

modificado “Prepara�on of Genomic DNA 

from Mouse Tails y Other Small samples”, 

según Sambrook, 2001) mostró un patrón de 

electroforesis diferente, El ADN no se 

observó uniformemente teñido, con 

extensión hasta el fondo del corrido, lo que 

sugirió la presencia de degradación.

Extracción de ADN por kit comercial 

(Método C)

 S e  u � l i zó  e l  k i t  c o m e r c i a l 

P u re L i n k ®  G e n o m i c  D N A  K i t s  p a ra 

purificación de ADN genómico (Invitrogen®, 

Carlsbad, CA, USA). No hubo conflicto de 

intereses en la elección de este método. 

Siguiéndose el protocolo de manofactura en 

el apartado “Extracción de ADN de tejido”. El 

ADN purificado se almacenó a -20 °C hasta el 

análisis espectrofotométrico y electroforesis 

en gel de agarosa al 1%.

Can�dad, pureza y patrón electroforé�co 

del ADN

 La can�dad de ADN para cada 

método de extracción fue determinada por 

medio de espectrofotometría (8452 UV, 

HP®, Palo Alto, CA, USA) calculada de la 

absorbancia a 260 nm (A260) y la pureza se 

obtuvo por medio de la relación A260/ A280. 

El tamaño de cada ADN obtenido fue 

comparado por medio de electroforesis en 

geles de agarosa (1% en Tris acetato y 

tampón EDTA, pH 8) teñido con bromuro de 

e�dio (Merck®, Darmstadt, Alemania), 

u�lizando marcador de peso molecular 100 

bp DNA Ladder 0,13 μg/μl (Promega, 

Madison, WI, EU). Posteriormente, el gel fue 

fotografiado bajo luz ultravioleta en un 

sistema de fotodocumentación Kodak® EDA 

290 1D V 3.5.4 con transiluminador Bi – O 

Vision® (Spectroline, Westbury, NY, USA).

Amplificación por RCP

 Para comprobar si el ADN obte-

nido en cada método era amplificable, se 

u�lizó cada muestra de ADN como molde 

para amplificar un fragmento de 782 pares 

de bases (pb) en la secuencia codificante del 

exón 3 del gen caveolina – 1 (GenBank Gene 

ID: 857), u�lizando los cebadores F: 5'- 

TCTGTGTTCCCAAGTTCCAA -3' y R: 5'- 

G C C A ATA A A G C G AT G G T T G A  -3 ' .  La 

reacción fue desarrollada en tubos de RCP 

de 200 μL (Simport®, Beloeil Qc, Canada). 

Cada reacción estandarizada se llevó a cabo 

en un volumen final de 25 μl que contenía 

100 ng de ADN molde, 7,5 pM de cebador, 

2 0 0  μM  d e  c a d a  d e o x i n u c l e ó � d o 

trifosfatado 100mM (dNTPs) (Invitrogen® 

Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil), 0,5 U de Taq 

DNA polimerasa recombinante (Invitrogen® 

Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil) en un 

amor�guador que consis�ó en Tris – HCl 
220mM, (pH 8,4) KCl 50mM y MgCl  3mM 

(Invitrogen® Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil). 

Todos los experimentos de amplificación por 

RCP fueron realizados por duplicado. 

 Todas las reacciones de RCP se 

realizaron en un termociclador Genius® 

(Techne Incorporated, Burlington NJ, USA). 

El programa de ciclos u�lizado fue 95 °C por 

cinco minutos (un ciclo), 95 °C por 1 minuto, 

50 °C por 1 minuto y 72 °C por 1 minuto (27 

ciclos), finalmente 72 °C por 10 minutos (un 

ciclo). 

 Los productos de reacción fueron 

analizados por electroforesis en geles de 

agarosa al 1%, u�lizando marcador de peso 

molecular 100 bp DNA Ladder 0,13 μg/μl 

(Promega, Madison, WI, EU). La separación 

se llevó a cabo a 80 vol�os constantes por 60 

minutos (temperatura ambiente), posterior-

mente las imágenes fueron digitalizadas.

Análisis estadís�co

 Las concentraciones y relaciones 

d e  a bs o r b a n c i a  A 2 6 0 /A 2 8 0  f u e ro n 

comparadas empleando la prueba t de 

Student.  La  concordancia  entre las 

concentraciones de ADN obtenidas con cada 

uno de los tres métodos fue es�mada 

mediante el Coeficiente de Correlación de 

Pearson y el Coeficiente de Correlación y 

Concordancia de Lin. Para estos proce-

dimientos se es�maron las medias a par�r 

del conjunto de todos los valores obtenidos 

con los tres �pos de muestras, con valores 

únicos de tendencia central para los tres 

métodos.

Resultados

Bioanálisis I May · Jun 14
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Can�dad y pureza del ADN

 La can�dad total y pureza del ADN 

para cada método están descritas en la tabla 

1. Todos los tres métodos de extracción 

dieron como resultado una buena can�dad 

de ADN (mayor a 100 ng/μl) que se 

consideró adecuada para la amplificación 

por RCP, obteniendo mayor can�dad por el 

método sal�ng out con un promedio de 439 

ng/μl, seguido por el método modificado 

“Prepara�on of Genomic DNA from Mouse 

Tails y Other Small samples”, según 

Sambrook con un promedio de 285 ng/μl y 

en menor can�dad con el método de 

extracción con kit comercial, obteniendo un 

promedio de 268 ng/μl. El rango de pureza 

del ADN (A260/ A280) estuvo entre 1,02 y 

1,88. El método con el cual se obtuvo menor 

contaminación del ADN de los tres métodos 

ensayados fue la extracción por medio de kit 

comercial (promedio = 1,74) y la menor 

pureza correspondió a las muestras 

extraídas por el método modificado 

“Prepara�on of Genomic DNA from Mouse 

Tai ls  y  Other Smal l  samples,  según 

Sambrook” (promedio = 1,25).

Tabla 1. Can�dad y pureza del ADN, de acuerdo a 

los diferentes métodos de extracción u�lizados. A: 

método de extracción por sal�ng out. B: método 

modificado “Prepara�on of Genomic DNA from 

Mouse Tails y Other Small samples”, según 

Sambrook, 2001. C: método por kit comercial. La 

m u e s t r a  1  c o r r e s p o n d e  a  l a  b i o p s i a 

transbronquial, muestra 2 al legrado endometrial 

y muestra 3 al ganglio linfá�co.

Las diferencias entre las concentraciones medias 

de ADN se expresan en las tablas 1 y 2. Con el 

método A se obtuvieron concentraciones más 

altas a par�r de las muestra 2, mientras que el 

método B arrojó concentraciones de ADN más 

altas cuando fue aplicado a la muestra 3. 

Únicamente las diferencias entre las medias de los 

métodos A y C fueron significa�vas, cuando se 

compararon los resultados obtenidos con todos 

los �pos de muestra conjuntamente. El grado de 

concordancia entre los tres métodos se 

representa en las tablas 3 y 4, para los coeficientes 

de correlación de Pearson y coeficiente de 

c o r r e l a c i ó n  y  c o n c o r d a n c i a  d e  L i n , 

respec�vamente. De acuerdo con los resultados, 

los métodos A y C conservan correlación, pero en 

general la concordancia entre las concentraciones 

de ADN medidas es baja.

 En la comparación de las razones 

A260/A280, las medias para los métodos A y B no 

mostraron d i ferencias  estadís�camente 

significa�vas (p=0,144), al igual que las medias de 

los métodos A y C (p=0,318); la comparación entre 

las medias para los métodos B y C mostró 

diferencias estadís�camente significa�vas 

(p=0,044).
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Tabla 2. Comparación de medias para todas 

las muestras empleando la prueba t de 

Student. Se expresan los valores de p 

correspondientes a cada apareamiento.

Tabla 3. Análisis de correlación lineal de 

Pearson, en el que se incluyeron los valores 

de todas las pruebas para las tres muestras 

en cada uno de los métodos estudiados.

Tabla 4. Análisis de concordancia entre las 

concentraciones de ADN obtenidas con los 

tres métodos en estudio. Los valores 

expresados corresponden al Coeficiente de 

Correlación y Concordancia de Lin.

Patrón electroforé�co

Figura 2. Fragmentos de ADN amplificados 

del exón 3 del gen cavolina – 1 con ADN total 

obtenido por cada método de extracción. (A) 

método de extracción por sal�ng out. (B) 

método modificado “Prepara�on of 

Genomic DNA from Mouse Tails y Other 

Small samples”, según Sambrook. (C) 

método por kit comercial. (M) marcador de 

peso molecular 100 pb, expresado en pares 

de bases (pb). Las muestra 1 corresponde a 

la biopsia transbronquial, muestra 2 al 

legrado endometrial y muestra 3 al ganglio 

linfá�co.

Amplificación por RCP

La u�lidad del ADN obtenido para las 

reacciones por RCP se muestra en la figura 2. 

Se amplificó el fragmento de 782 pb del exón 

3 del gen caveolina – 1. Solo se obtuvo 

amplificación en dos muestras del método A 

y dos muestras del método C, las cuales 

correspondían a ADN extraído de biopsia 

transbronquial y de ganglio linfá�co. La 

amplificación no fue exitosa con las 

muestras extraídas por el método B ni con el 

ADN obtenido de la muestra de legrado 

endometrial, en ninguno de los tres 

métodos. 

Discusión

 Los tejidos FFIP cons�tuyen un 

archivo de especímenes humanos únicos. La 

correcta extracción de ADN y las técnicas 

basadas en RCP, permiten ahora que los 

patólogos y cien�ficos empleen dicho 

material  para una gran variedad de 

propósitos (Mies, 1994; Sepp et al., 1994; 

Díaz-Cano, 1997; Chan et al., 2001; Rivero et 

al., 2006). Sin embargo, es di�cil obtener 

resultados consistentes, debido a que el 

ADN extraído de tejidos fijados está 

usualmente poco preservado o degradado. 

Se ha demostrado que el ADN extraído de 

muestras fijadas en formol por más de 24 

horas muestran una marcada disminución 

en la amplificación por RCP (Forsthoefel et 

al., 1992; Stein y Raoult, 1992; Greer et al., 

1994; Sato et al., 2001).

 Actualmente existen múl�ples 

métodos de extracción de ADN de tejidos 

FFIP publicados, diseñados con el fin de 

mejorar la efec�vidad de la amplificación por 

RCP. Los métodos ru�narios para extraer 

ADN de tejidos FFIP consisten en múl�ples 

pasos que incluyen desparafinización en 

xilol, lavado en series decrecientes de 

etanol, diges�ón proteica y por úl�mo 

purificación del ADN. El método más 

frecuente u�lizado es la extracción por fenol 

– cloroformo (Isola et al., 1994; Rivero et al., 

2006; Farrugia et al., 2010; Ludyga et al., 

2012). El fundamento de este sistema de 

separación es la solubilidad de ácidos 

nucleicos, proteínas y lípidos en solventes 

orgánicos, pero �ene como inconvenientes 

la toxicidad del fenol (en este estudio fue 

u�lizada solo la preparación cloroformo: 

alcohol isoamílico 24:1), procedimientos 

labor iosos  y  múl�ples  procesos  de 

centrifugado y pipeteo que aumentan el 

riesgo de contaminación. 

 Por otro lado, la extracción con kit 

comercial permite obtener un ADN de muy 

buena calidad y u�lidad para RCP (Cao et al., 

2003; Khokhar et al., 2011; Turashvili et al., 

2012), pero presenta como limitante 

principal el elevado costo de algunos de 

estos sistemas de purificación. 

 En este trabajo se u�lizó un méto-

do de extracción por sal�ng out similar al 

empleado por Rivero y colaboradores. 

(Rivero et al., 2006), reemplazando el agente 

precipitante de ese método (acetato de 

amonio 2 y 4 M) por NaCl 5 M, obteniendo 

ADN de buena can�dad, calidad y patrón 

electroforé�co comparable al sistema 

comercial y con mejores resultados con 

respecto a la extracción por el método 

modificado “Prepara�on of Genomic DNA 

from Mouse Tails y Other Small samples”, 

según Sambrook. Además, el método de 

sal�ng out es más sencillo y menos tóxico 

que el sistema convencional de fenol - 

cloroformo o la variación cloroformo - 

alcohol isoamílico. 

 Por otro lado, al analizar la ampli-

ficación por RCP, observamos que el método 

de extracción por sal�ng out es igual de 

eficiente que el método de aislamiento por 

kit comercial, con can�dad y pureza de ADN 

estadís�camente comparable, permi�endo 

obtener el producto de amplificación 

esperado, el cual puede ser u�lizado para 

múl�ples propósitos. Si bien, existen en la 

actualidad diversas pruebas comerciales 

específicamente diseñadas para extraer 

ADN de tejidos FFIP, las cuales permiten 

aislar ADN de buena calidad para RCP y 

procesos de secuenciación, en laboratorios y 

proyectos con presupuesto limitado la 

técnica de sal�ng out modificada es una 

buena alterna�va para llevar a cabo las 

extracciones de ADN de tejidos FFIP.
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 La ausencia de amplificación por el 

método modificado “Prepara�on of 

Genomic DNA from Mouse Tails y Other 

Small samples”, según Sambrook pudo 

deberse a la carencia de ADN molde de 

longitud suficiente para el producto deseado 

(782 pb) o contaminación excesiva que 

hubiera interferido con la reacción.

 La u�lización de tres muestras de 

d i ferentes  te j idos  ( te j ido  l in fo ide , 

endometrio y tejido pulmonar) fue de gran 

u�lidad en este estudio, debido a que cada 

uno presenta diversas propiedades que 

pueden influir en la can�dad y calidad del 

ADN, asimismo, en el rendimiento de la RCP. 

El tejido linfoide, en este caso obtenido de 

ganglio linfá�co, es muy celular y por ende 

aportaría una mayor can�dad de ADN. Las 

muestras de endometrio usualmente 

con�enen can�dades significa�vas de 

hema�es, que pueden inhibir reacciones de 

amplificación por RCP. Por otro lado, el 

parénquima pulmonar es una muestra de 

celularidad estándar y de buen rendimiento. 

Teniendo en cuenta que en este trabajo 

realizamos variaciones en los métodos de 

preparación y extracción de ADN para 

disminuir  su toxicidad y mejorar el 

rendimiento de la RCP, la u�lización de tres 

tejidos diferentes fue ú�l para observar 

ventajas y limitantes en el rendimiento de las 

técnicas. Por ejemplo, la presencia de 

abundantes glóbulos rojos en las muestras 

de endometrio pudieron ser causantes de la 

falta de amplificación por RCP (figura 2, 

muestras 2A, 2B, 2C) en cada uno de los 

métodos ensayados, lo anterior ha sido 

reportado previamente en la literatura 

(Sambrook, J, 2001; Al-Soud y Rådström 

2001).

 En otros estudios (Greer et al., 

1994; Rivero et al., 2006) se ha demostrado 

que el agente fijador es importante para la 

calidad del ADN obtenido, demostrando que 

los tejidos fijados en etanol y en menor 

proporción formaldehido al 10% tampo-

nado, �enden a tener fragmentos de ADN de 

mayor longitud en comparación con 

fijadores como Zenker y B5, por lo tanto, los 

dos primeros son más ú�les para el análisis 

por RCP. Si se ob�enen fragmentos de bajo 

peso molecular,  será di�ci l  obtener 

productos mayores a 500 pb. 

Conclusiones

 En conclusión, aunque obtener 

ADN de tejidos FFIP es un desa�o debido a 

que no s iempre es posible obtener 

fragmentos de gran tamaño y en algunos 

laboratorios no tenemos a disposición kits 

comerciales para llevar a cabo este proceso, 

la técnica de extracción por sal�ng out 

modificada en este estudio es una forma 

rápida, pues acorta el periodo de diges�ón 

en 1 a 2 días y con poca toxicidad, debido a la 

u � l i z a c i ó n  d e  N a C l  c o m o  a g e n t e 

precipitante, que permite obtener ADN de 

buena can�dad y de buena longitud para 

amplificación por RCP convencional. 
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