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Comparación  de métodos de extracción de ADN en tejidos 

parafinados y utilidad para amplificación por PCR

Comparison of DNA extraction methods from formalin-fixed paraffin 

sections for RCP amplification

Javier Alonso Baena Del Valle*, Álvaro José Ramos Moreno**, Claudio Jaime Gómez Alegría***, 
Doris Esther Gómez Camargo****

Resumen

Los tejidos fijados en formol e incluidos en parafina son una fuente de material para hallazgos moleculares en el ámbito 
clínico y científico, 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 objetivo de comparar la eficiencia de estos para obtener ADN adecuado, además se analizó su utilidad en 
amplificación por RCP. Se emplearon tres muestras, correspondientes a una biopsia de pulmón, legrado endometrial y gan-
glio linfático, todas fijadas en formaldehido al 10% e incluidas en parafina. Utilizándose tres métodos diferentes de extrac-
ción de ADN (extracción por salting out, método modificado de Sambrook y kit comercial) El ADN obtenido se cuantificó 
por 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 cantidad y pureza en los métodos de salting 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 “Preparation of Genomic DNA from Mouse Tails y Other Small samples, según Sambrook”. El ADN 
obtenido a partir de tejidos FFIP puede ser amplificado por varios métodos, entre estos, la extracción por salting out es útil 
y con poca toxicidad,  permite obtener ADN de buena calidad para amplificación por RCP. 

Palabras claves: ADN, aislamiento y purificación, adhesión en parafina, formaldehido, reacción en cadena de la polimerasa.

Abstract

Formalin-fixed and paraffin-embedded tissues are a source of important molecular findings in clinical and scientific, demons-
trating that the DNA extracted from these is suitable for amplification by polymerase chain reaction (PCR). In this study, 
we tested three methods of DNA extraction, in order to compare the efficiency of these DNA for RCP amplification. Three 
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Introducción

Los tejidos fijados en formol e incluidos en parafina (FFIP) 
son una gran fuente de material para hallazgos molecu-
lares en el ámbito clínico y científico, porque represen-
tan un material biológico específico de una enfermedad, 
permitiendo establecer correlación entre aspectos mo-
leculares, patogénesis, pronóstico clínico y tratamiento 
(Lehmann y Kreipe, 2001; Dedhia et al., 2007). 

El ADN extraído de tejidos FFIP es adecuado para am-
plificación a través de la reacción en cadena de la 
polimerasa (RCP) y existen muchos estudios que han 
demostrado la utilidad del análisis genético 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 diagnóstico de pató-
genos de importancia como virus y bacterias, en los 
cuales las técnicas de detección microbiológica con-
vencionales pueden ser laboriosas y tomar varios días 
antes de obtener un resultado (Yang et al., 2004; Ma-
haisavariya et al., 2005; Dedhia et al., 2007).

El formaldehido al 10% es el fijador más utilizado en 
los estudios histopatológicos. Sin embargo, en algunos 
casos es difícil obtener grandes fragmentos de ADN 
a partir de tejidos FFIP debido a que el ácido fórmico 
generado en la solución de formaldehido al 10%, el 
tiempo 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 formaldehi-
do al 10%, este se transforma gradualmente en ácido 
fórmico, el cual hidroliza el ADN, generando extensa 
fragmentación de los ácidos nucléicos y pobres resul-
tados en la amplificación por RCP (Greer et al., 1994; 
Paveli et al., 1996; Sato et al., 2001).

Los métodos tradicionales para aislamiento de ADN 
de tejidos FFIP utilizan xilol como agente removedor 
de parafina, seguido de purificación con fenol/cloro-
formo, lo cual requiere múltiples pasos con una pro-

samples were used, corresponding to a lung biopsy, endometrial curettage and lymph node, all fixed in 10% formaldehyde 
and embedded in paraffin. Three different methods were used for DNA extraction (extraction by salting out, modified 
Sambrook method and commercial kit) The DNA obtained was analyzed by spectrophotometry, and gel electrophoresis 
was performed in 1% agarose to check if the DNA was amplifiable. PCR was performed for exon 3 of caveolin-1 gene. All 
methods resulted in a good product of genomic DNA, obtaining more quality and purity in the salting out and commercial 
kit methods. Also, we obtained amplification of the product by these two methods, without favorable results with the DNA 
extracted by the modified “Preparation of Genomic DNA from Mouse Tails and Other Small samples, according to Sam-
brook et al.” The DNA obtained from FFPE can be amplified by several methods, among them, salting out extraction is an 
easy, effective and low toxicity for obtaining good quality DNA for PCR amplification.
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longada duración y riesgo de contaminación cruzada 
con otras muestras que se estén procesando al mismo 
tiempo (Howe et al., 1997; Yang et al., 2004).

En este estudio, se aplicaron tres métodos para extrac-
ción de ADN en una serie de tejidos FFIP, con el objetivo 
de comparar la eficiencia de estos para producir ADN de 
buena calidad y cantidad. Además de evaluar la aplicabi-
lidad del ADN extraído al realizar amplificación por RCP.

Materiales y métodos

Tipo de estudio 
Estudio descriptivo transversal

Diseño experimental 
Estudio cuantitativo experimental

Muestras de estudio

Se analizaron tres bloques de tejidos FFIP, archivados 
en el Laboratorio de Patología del Hospital Universita-
rio del Caribe (Cartagena, Colombia), que habían sido 
previamente utilizados para estudio histopatológico y 
diagnóstico. Se solicitó consentimiento informado. Las 
muestras correspondían a biopsia transbronquial de 
pulmón, una muestra de legrado endometrial y una 
muestra de ganglio linfático, todas fijadas en formalde-
hido al 10% tamponado y almacenadas a temperatu-
ra 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 ADN para cada caso, realizando lim-
pieza a fondo y nuevos sets de instrumentos de corte 
después de cada muestra procesada.

Preparación inicial

Los cortes fueron depositados en tubos de microcen-
trífuga con capacidad de 1,5 ml. El proceso de remo-
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ción de la parafina y digestión enzimática se realizó 
según el protocolo de Rivero y colaboradores. (Rivero 
et al., 2006) con algunas modificaciones, de la siguien-
te forma: 

Se tomó el mismo número de cortes para cada mues-
tra. Se añadió 1 ml de xilol precalentado (aproxima-
damente 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 com-
pletamente. El botón fue lavado con etanol en con-
centraciones descendentes (etanol absoluto, etanol al 
95% y al 70%). Cada cambio fue precedido por homo-
genización en vórtex y centrifugación a 10000 rpm, 
temperatura ambiente, por 5 minutos. Posteriormente 
se añadieron 400 µl de tampón de digestión proteina-
sa K µg/µl (NaCl 1 M, Tris-HCl 1 M, EDTA 0,5 M, pH 8; 
dodecilsulfato sódico 10%). La digestión en este caso 
se llevó a cabo por 24 horas a 60 °C, reduciendo el 
periodo de digestión de 1 – 2 días, recomendando por 
Rivero y Cols. Al concluir este proceso la proteinasa K 
fue inactivada por calor a 95 °C por 10 minutos.  

Del material obtenido luego de la desparafinización y 
digestión enzimática se realizó la extracción de ADN 
mediante los tres métodos señalados a continuación. 
Todos los experimentos fueron realizados por triplica-
do: 

Extracción de ADN por salting - out (Método A)

Se siguió el método planteado por Rivero y Cols (Rive-
ro et al., 2006), reemplazando el agente precipitante 

original (acetato de amonio 2 y 4 M) por NaCl 5 M, 
de la siguiente manera: Una vez concluida la digestión 
enzimática se añadieron 500 μl de NaCl 5 M. Los mi-
crotubos 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 in-
cubó en hielo por 10 minutos y se centrifugó a 13,000 
rpm, temperatura ambiente, por 5 minutos, consecu-
tivamente se descartó el 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 finalmen-
te 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 
“Preparation of Genomic DNA from Mouse Tails y 
Other Small samples, según Sambrook (Método B)

Se siguió el protocolo No. 5 (Preparation of Genomic 
DNA from Mouse Tails y Other Small samples) según 
Sambrook (Sambrook, J, 2001) con modificaciones a 
la técnica, así: 

Tras inactivar la proteinasa K de la solución de diges-
tión, se obvió la utilización de fenol y se añadió solo 
un volumen equivalente de cloroformo:alcohol isoa-
mílico (24:1 v/v), agitando suavemente por inversión. 
Las fases orgánicas y acuosas se separaron por centri-
fugación a 10000 rpm, temperatura ambiente, por 5 
minutos. La fase acuosa superior se transfirió a un nue-
vo tubo de microcentrífuga. El ADN fue precipitado 

Figura 1. Patrón de electroforesis de las muestras de ADN en gel de agarosa al 1% obtenidos por cada método de extracción. (A) 
método de extracción por salting out. (B) método modificado “Preparation of Genomic DNA from Mouse Tails y Other Small 
samples”, según Sambrook. (C) método por kit comercial. (M) marcador de peso molecular 100 bp, expresado en pares de bases 
(pb). La muestra 1 corresponde a la biopsia transbronquial, muestra 2 al legrado endometrial y muestra 3 al ganglio linfático.
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añadiendo un volumen equivalente de isopropanol, 
los tubos fueron incubados a -20 °C por 10 minutos y 
posteriormente centrifugados a 12000 rpm, tempera-
tura ambiente, por 5 minutos. El isopropanol fue des-
cartado 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 am-
biente, por 15 – 20 minutos. El ADN fue rehidratado 
en solución TE a 4 °C por 24 horas.

Extracción de ADN por kit comercial (Método C)

Se utilizó el kit comercial PureLink® Genomic DNA 
Kits para 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%.

Cantidad, pureza y patrón electroforético del ADN

La cantidad 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 etidio 
(Merck®, Darmstadt, Alemania), utilizando 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 obtenido en cada método 
era amplificable, se utilizó 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), utilizan-
do los cebadores F: 5’- TCTGTGTTCCCAAGTTCCAA -3’ 
y R: 5’- GCCAATAAAGCGATGGTTGA -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, 200 μM 
de cada deoxinucleótido 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 amortiguador que consis-
tió en Tris – HCl 20mM, (pH 8,4) KCl 50mM y MgCl2 
3mM (Invitrogen® Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil). Todos 
los experimentos de amplificación por RCP fueron rea-
lizados por duplicado. 

Todas las reacciones de RCP se realizaron en un termo-
ciclador Genius® (Techne Incorporated, Burlington NJ, 
USA). El programa de ciclos utilizado fue 95 °C por cin-
co 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 elec-
troforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando marca-
dor de peso molecular 100 bp DNA Ladder 0,13 µg/µl 
(Promega, Madison, WI, EU). La separación se llevó a 
cabo a 80 voltios constantes por 60 minutos (tempe-
ratura ambiente), posteriormente las imágenes fueron 
digitalizadas.

Análisis estadístico

Las concentraciones y relaciones de absorbancia 
A260/A280 fueron comparadas empleando la prue-
ba t de Student. La concordancia entre las concentra-
ciones de ADN obtenidas con cada uno de los tres 
métodos fue estimada mediante el Coeficiente de Co-
rrelación de Pearson y el Coeficiente de Correlación 
y Concordancia de Lin. Para estos procedimientos se 
estimaron las medias a partir del conjunto de todos 
los valores obtenidos con los tres tipos de muestras, 
con valores únicos de tendencia central para los tres 
métodos.

Resultados

Cantidad y pureza del ADN

La cantidad 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 cantidad 
de ADN (mayor a 100 ng/µl) que se consideró adecua-
da para la amplificación por RCP, obteniendo mayor 
cantidad por el método salting out con un promedio de 
439 ng/µl, seguido por el método modificado “Prepara-
tion of Genomic DNA from Mouse Tails y Other Small 
samples”, según Sambrook con un promedio de 285 
ng/µl y en menor cantidad con el método de extracción 
con kit comercial, obteniendo un promedio de 268 ng/
µl. El rango de pureza del ADN (A260/ A280) estuvo en-
tre 1,02 y 1,88. El método con el cual se obtuvo menor 
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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 “Preparation of Ge-
nomic DNA from Mouse Tails y Other Small samples, 
según Sambrook” (promedio = 1,25).

Tabla 1. Cantidad y pureza del ADN, de acuerdo a los 
diferentes métodos de extracción utilizados. A: método 
de extracción por salting out. B: método modificado 
“Preparation of Genomic DNA from Mouse Tails y Other 
Small samples”, según Sambrook, 2001. C: método por 
kit comercial. La muestra 1 corresponde a la biopsia 
transbronquial, muestra 2 al legrado endometrial y muestra 
3 al ganglio linfático.

Método Muestra
Cantidad de 
ADN (ng/ul)

Pureza del ADN 
(A260/A280)

A

1 376 1,73

2 631 1,34

3 310 1,65

B

1 121 1,25

2 189 1,02

3 545 1,48

C

1 204 1,88

2 405 1,60

3 196 1,74

Las diferencias entre las concentraciones medias de 
ADN se expresan en las tabla 1 y 2. Con el método A 
se obtuvieron concentraciones más altas a partir de 
las muestra 2, mientras que el método B arrojó con-
centraciones de ADN más altas cuando fue aplicado 
a la muestra 3. Únicamente las diferencias entre las 
medias de los métodos A y C fueron significativas, 
cuando se compararon los resutlados obtenidos con 
todos los tipos 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 correlación y concordancia 
de Lin, respectivamente. De acuerdo con los resulta-
dos, 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 me-
dias para los métodos A y B no mostraron diferencias 
estadísticamente significativas (p=0,144), al igual que 
las medias de los métodos A y C (p=0,318); la compa-

ración entre las medias para los métodos B y C mostró 
diferencias estadísticamente significativas (p=0,044).

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.

Método A B C

A - 0.07983 0.01249

B - - 0.8259

C - - -

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.

Método A B C

A - -0.54 (p=0.1347) 0.98 (p<0.001)

B - - -0.4 (p=0.2918)

C - - -

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.

Método A B C

A - -0.3580239 0.457579

B - - -0.3222762

C - - -

Patrón electroforético

La figura 1 muestra el patrón electroforético del ADN 
obtenido por los tres métodos de extracción. En gene-
ral 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 
electroforéticas; los patrones de ADN de los métodos 
A (salting out) y C (kit comercial) fueron muy similares, 
obteniéndose una banda homogéneamente teñida en-
tre 500 pb y 700 pb. El ADN obtenido por el método 
B (método modificado “Preparation of Genomic DNA 
from Mouse Tails y Other Small samples”, según Sam-
brook, 2001) mostró un patrón de electroforesis dife-
rente, El ADN no se observó uniformemente teñido, 
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con extensión hasta el fondo del corrido, lo que sugirió 
la presencia de degradación.

Amplificación por RCP

La utilidad del ADN obtenido para las reacciones por 
RCP se muestra en la figura 2. Se amplificó el fragmen-
to 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 
linfático. La amplificación no fue exitosa con las mues-
tras 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 constituyen un archivo de especíme-
nes humanos únicos. La correcta extracción de ADN 
y las técnicas basadas en RCP, permiten ahora que los 
patólogos y científicos 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 difícil obtener resultados 
consistentes, debido a que el ADN extraído de tejidos 
fijados está usualmente poco preservado o degrada-

do. Se ha demostrado que el ADN extraído de mues-
tras 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 múltiples métodos de extracción 
de ADN de tejidos FFIP publicados, diseñados con el 
fin de mejorar la efectividad de la amplificación por 
RCP. Los métodos rutinarios para extraer ADN de te-
jidos FFIP consisten en múltiples pasos que incluyen 
desparafinización en xilol, lavado en series decrecien-
tes de etanol, digestión proteica y por último purifica-
ción del ADN. El método más frecuente utilizado 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 nucléicos, proteínas y lípidos 
en solventes orgánicos, pero tiene como inconvenien-
tes la toxicidad del fenol (en este estudio fue utiliza-
da solo la preparación cloroformo:alcohol isoamílico 
24:1), procedimientos laboriosos y múltiples 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 utilidad para 

Figura 2. Fragmentos de ADN amplificados del exón 3 del gen cavolina – 1 con ADN total obtenido por cada método de extrac-
ción. (A) método de extracción por salting out. (B) método modificado “Preparation 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 
linfático.
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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 purifi-
cación. 

En este trabajo se utilizó un método de extracción por 
salting out similar al empleado por Rivero y colabora-
dores. (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-
tidad, calidad y patrón electroforético comparable al 
sistema comercial y con mejores resultados con res-
pecto a la extracción por el método modificado “Pre-
paration of Genomic DNA from Mouse Tails y Other 
Small samples”, según Sambrook. Además, el método 
de salting out es más sencillo y menos tóxico que el sis-
tema convencional de fenol - cloroformo o la variación 
cloroformo - alcohol isoamílico. 

Por otro lado, al analizar la amplificación por RCP, 
observamos que el método de extracción por salting 
out es igual de eficiente que el método de aislamien-
to por kit comercial, con cantidad y pureza de ADN 
estadísticamente comparable, permitiendo obtener el 
producto de amplificación esperado, el cual puede ser 
utilizado para múltiples propósitos. Si bien, existen en 
la actualidad diversas pruebas comerciales específica-
mente diseñadas para extraer ADN de tejidos FFIP, las 
cuales permiten aislar ADN de buena calidad para RCP 
y procesos de secuenciación, en laboratorios y proyec-
tos con presupuesto limitado la técnica de salting out 
modificada es una buena alternativa para llevar a cabo 
las extracciones de ADN de tejidos FFIP.

La ausencia de amplificación por el método modifica-
do “Preparation 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 excesi-
va que hubiera interferido con la reacción.

La utilización de tres muestras de diferentes tejidos 
(tejido linfoide, endometrio y tejido pulmonar) fue de 
gran utilidad en este estudio, debido a que cada uno 
presenta diversas propiedades que pueden influir en la 
cantidad y calidad del ADN, asimismo, en el rendimien-
to de la RCP. El tejido linfoide, en este caso obtenido de 
ganglio linfático, es muy celular y por ende aportaría 
una mayor cantidad de ADN. Las muestras de endo-
metrio usualmente contienen cantidades significativas 
de hematíes, que pueden inhibir reacciones de ampli-
ficación por RCP. Por otro lado, el parénquima pulmo-
nar 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 utilización de tres 
tejidos diferentes fue útil para observar ventajas y limi-
tantes 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% tamponado, tienden a tener frag-
mentos de ADN de mayor longitud en comparación 
con fijadores como Zenker y B5, por lo tanto, los dos 
primeros son más útiles para el análisis por RCP. Si se 
obtienen fragmentos de bajo peso molecular, será difí-
cil obtener productos mayores a 500 pb.  

Conclusiones

En conclusión, aunque obtener ADN de tejidos FFIP es 
un desafío debido a que no siempre es posible obte-
ner fragmentos de gran tamaño y en algunos labora-
torios no tenemos a disposición kits comerciales para 
llevar a cabo este proceso, la técnica de extracción por 
salting out modificada en este estudio es una forma 
rápida, pues acorta el periodo de digestión en 1 a 2 
días y con poca toxicidad, debido a la utilización de 
NaCl como agente precipitante, que permite obtener 
ADN de buena cantidad y de buena longitud para am-
plificación por RCP convencional. 
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