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Introduccion: los estudios relacionados con el andlisis del ADN han marcado una pauta para los avan-
ces en las ciencias bdsicas y uno de los requisitos para la obtencién de buenos resultados es la cali-
dad del material genético extraido, en conjunto con el método empleado para la preservacion de las
muestras. Objetivo: comparar tres métodos de preservacion de biopsias obtenidas por colonoscopia
en pacientes con cdncer colorrectal con fines de uso en estudios de biologia molecular. Materiales y
métodos: se tomaron biopsias por colonoscopia a nueve pacientes con diagndstico clinico de cdncer de
colon, las cuales se preservaron en solucion salina y dos solventes estabilizadores de dcidos nucleicos,
RNAlater® y LifeGuard™ Soil Preservation Solution; se realizé extraccion del ADN total a las nueve
muestras y se verifico la concentracion y la calidad del ADN extraido. Resultados: la extraccion del
ADN a las 24 horas, ocho dias, quince dias, un mes, seis meses, uno y dos afios después de la toma de
la muestra, mostré que el ADN de las biopsias preservadas en solucion salina se presentaba con baja
concentracion y degradado a los ocho dias, mientras que el preservado en soluciones comerciales
estabilizadoras presentd una buena calidad y alta concentracion. Por otro lado, la calidad del ADN fue
verificada mediante la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de un fragmento
de ADN asociado al gen APC. Conclusiones: las soluciones LifeGuard™ y RNAlater® pueden ser usadas
durante el transporte y conservacion de tejidos humanos, y pueden ser recomendados para aquellos
laboratorios que deseen preservar muestras con métodos diferentes al embebido de muestras en para-
fina o que no cuentan con métodos de conservacion altamente eficientes como la criogénesis.
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EI cancer colorrectal es el tercer tipo de
cancer mas comun en los hombres y el

segundo en las mujeres a nivel mundial [1].
El aumento de su incidencia lo ha convertido
en blanco de estudios sobre la etiologia, el
diagnostico y el tratamiento [2], razén por la
cual se han desarrollado, con alcances signif-
icativos, herramientas tecnoldgicas emplea-
das en investigaciones en el campo genético
y molecular; situacion que requiere que los
acidos nucleicos (ADN y ARN) extraidos de las
biopsias se encuentren en una concentracion
Optima y sean de muy buena calidad. Lo an-
terior esta relacionado con la técnica emplea-
da durante la toma de la muestra, la cantidad
de muestras y la estrategia de preservacion,
ya que si se almacena de forma incorrecta el
material genético puede degradarse por ac-
cién de las nucleasas y las proteasas propias
de la célula [3].

Las biopsias tumorales son fijadas comun-
mente en formaldehido y embebidas en
parafina para su conservacion y diagnds-
tico histopatoldgico; no obstante, con el
desarrollo de la tecnologia del ADN recom-
binante el uso de este tipo de muestras se
convirtio en un insumo importante para
la investigacion biomédica [4]. A pesar de
esto, diversos autores reportan que el ma-
terial genético obtenido es de baja calidad
debido al entrecruzamiento ADN-proteinas
y a la modificacién de las bases nitrogena-
das, que estan asociados al tiempo de fija-
cién, la variacion del pH, la concentracidn
de sal y la temperatura, entre otros factores
alos que se somete la muestra, que afectan,
finalmente, la eficiencia de la reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) [4,5]. En con-
secuencia, la obtencién de acidos nucleicos
de 6ptima calidad y concentracién adecua-
da para los andlisis moleculares se ha con-
vertido en un reto para los investigadores
que emplean dichas muestras para estudios
retrospectivos [4-6].

Por otra parte, cuando se emplea tejido de
origen humano con propdsitos investigati-
vos en el drea de la biologia molecular es
necesaria la implementacion de estrategias
de conservacidon que mantengan la integri-
dad del material genético durante largos
periodos; es por esto, que se han evaluado
diferentes métodos como la criopreserva-
cion, la desecacion y el uso de sustancias
liquidas [7,8]. Los métodos criogénicos em-
plean nitrégeno liquido (N,) para almacenar
las muestras, de forma que se reduzcan las
alteraciones en la naturaleza fisica y quimi-
ca del material genético y, en general, de las
biomoléculas celulares, lo que garantiza la
obtencion de acidos nucleicos de d6ptima
calidad; no obstante, el uso de nitrégeno
liqguido durante periodos prolongados pue-
de resultar costoso y laborioso, por lo que
no es considerado como una opcidén para
aquellos laboratorios cuyo presupuesto es
reducido [9,10].

La desecacidon de muestras emplea varias
estrategias que incluyen el uso de perlas de
silicagel, la liofilizacion y el uso de sustancias
quimicas, entre otras, cuyo objetivo es la eli-
minacion del agua en los especimenes para
impedir la actividad enzimatica que puede
degradar los acidos nucleicos. Este tipo de
estrategias es empleado para la conserva-
cion de una amplia variedad de muestras y
permite realizar la extraccidn del ADN sin un
tratamiento previo de las mismas, es decir,
extraerlo directamente, pero se corre el ries-
go de que, en algunas ocasiones, durante el
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proceso de desecacion, la muestra se con-
tamine con agentes ambientales [9,11]. Asi-
mismo, se dispone de una gran diversidad
de sustancias liquidas, como los alcoholes,
los aldehidos y el dimetilsulféxido (DMSO)
que, entre otras, preservan adecuadamente
las muestras durante largos periodos, pero
pueden interferir en las condiciones &pti-
mas para los analisis in vitro del material
genético [7,12,13].

En la actualidad, se dispone, entre otras, de
soluciones comerciales como el RNAlater®
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos) y el LifeGuard™ Soil Preser-
vation Solution (Mo Bio laboratorios, Inc.,
California, Estados Unidos), que estabilizan
las muestras y evitan la degradacion del ADN
y ARN desde el momento en que son sumer-
gidas en la solucién; ademas, los especimenes
pueden ser almacenados a 4 °C durante una
semana, a -20 °C durante un mes o a -80 °C
para periodos de tiempo mas prolongados [3].

Teniendo en cuenta que la conservacion ade-
cuada de muestras bioldgicas es necesaria
para la obtencidn de material genético de
buena calidad, el propédsito de este estudio
fue comparar tres métodos de preservacion
de biopsias obtenidas por colonoscopia en
pacientes con cancer colorrectal, y determi-
nar la viabilidad de las muestras para analisis
moleculares posteriores. Para el caso, en este
estudio se analizd la preservacion mediante
el uso de dos soluciones comerciales RNAla-
ter® y LifeGuard™ Soil Preservation Solution
en comparacion de la solucion salina.

Materiales y métodos

Tipo y poblacion de estudio

Se realizd, en una institucidn en la ciudad
de Manizales (Colombia), un estudio de
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tipo experimental, con biopsias tomadas
por colonoscopia, a nueve pacientes con
hallazgos compatibles con cancer colorrectal,
previa firma del consentimiento informado.
Para ello, se tuvieron en cuenta los siguientes
criterios de inclusion: pacientes con
diagndstico histoldgico de adenocarcinoma
colorrectal y pacientes con cancer colorrectal
hereditario (poliposis adenomatosa familiary
cancer colorrectal hereditario no polipésico);
todos ellos provenientes del departamento
de Caldas. Como criterios de exclusion
se tuvieron los siguientes: pacientes con
diagndstico histoldgico de adenocarcinoma
colorrectal que no hayan nacido en el
departamento de Caldas.

Preservacion
y transporte de muestras

Se tomaron dos muestras por cuadrante de
tejido neoplasico empleando un colonosco-
pio. El tamafo de las muestras fue entre 1
mm?3y 5 mm3; el nUmero de estas dependid
de la extensidn de la lesiéon encontrada.

Las muestras se sumergieron en 300 pl del
solvente en tubos eppendorf de 1,5 mL y
se preservaron en tres soluciones: NaCl
40% p/v, RNAlater” (Thermo Fisher Scien-
tific, Massachusetts, Estados Unidos) y Li-
feGuard™ Soil Preservation Solution (MO
BIO laboratories Inc., California, Estados
Unidos). Luego, fueron transportadas des-
de el sitio de acopio hasta el laboratorio de
biologia molecular de la Universidad de Ma-
nizales, en nevera a 4 °C y, posteriormente,
almacenadas en nevera a -20 °C.

Extraccion del ADN

Las biopsias se retiraron de cada uno de los
solventes especificos y se les extrajo el ADN
empleando el estuche UltraClean® Tissue &
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Cells DNA Isolation (Mo Bio Laboratories,
Inc.), siguiendo la metodologia descrita por
el fabricante. Para determinar la concentra-
cion del ADN extraido se tomd como refe-
rencia el ADN del bacteriéfago Lambda a
una concentracion de 50 ng/uL, 100 ng/uL
y 150 ng/uL, con el cual se establecié un pa-
tron comparativo con las muestras de ADN
total en geles de agarosa al 1% p/v, tefiidos
con el colorante Gel Red™ (Biotium, Inc.,
California, Estados Unidos) [14]. Una vez
determinada la concentracién del material
genético se almacend a -20 °C.

Amplificacion por reaccion
en cadena de la polimerasa

Para verificar la calidad del ADN extraido se
realizé un ensayo de amplificacion mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de un fragmento de 494 pb correspondiente
al exén 15 del gen supresor de tumor APC
(del inglés, Adenomatous Polyposis Coli),
utilizando un termociclador MultiGene™
Gradient Thermal Cycler (Labnet Internatio-
nal, Inc., Nueva Jersey, Estados Unidos), de
acuerdo a lo reportado por Wang y colabo-
radores (2004) [15].

Visualizacion

de las muestras de ADN

Cada muestra de ADN (ADN gendmico
y ADN amplificado) se mezclé en una
proporcion 1:1 (V/V) muestra de ADN:
tampdn de carga con el GelRed™, las cuales
fueron corridas en geles de agarosa al 1%
(p/v) y posteriormente visualizadas en un
transiluminador de luz ultravioleta Enduro™
GDS (Labnet).

Aspectos éticos

Este estudio se considera de riesgo minimo
de acuerdo al contenido de la resolucidn
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8430 de 1993 del Ministerio de Salud y Pro-
teccion Social de Colombia [16]. Ademas,
se respetaron los principios de autonomia,
beneficencia y justicia de acuerdo con la
declaracién de Helsinki.

Resultados

Extraccion
y cuantificacion de ADN

En el presente estudio no se incluyeron mues-
tras preservadas en formol debido a los resul-
tados insatisfactorios que se obtuvieron en los
analisis preliminares de ADN de muestras pre-
servadas en este compuesto organico, en los
que se observd el ADN degradado y de mala
calidad; ademas, debido a que las trazas de
formol son inhibidores enzimaticos de la ADN
polimerasa, lo que afecta los procesos de am-
plificacion por la reaccion en cadena de la poli-
merasa (datos no mostrados).

Se realizaron varios ensayos de extraccion
de ADN en diferentes tiempos después de
recolectadas las muestras asi: 24 horas,
ocho dias, quince dias, un mes, seis meses,
un afio y dos afios. Durante estos tiempos
no se evidencid degradacion del material
genético en las soluciones estabilizadoras
de acidos nucleicos, RNAlater® y LifeGuard™
Soil Preservation Solution, mientras que en
las biopsias preservadas en NaCl al 40%, se
observé el material genético degradado a partir
de los ocho dias de recoleccion (véase figura 1).

Las muestras conservadas en los solventes es-
tabilizadores de acidos nucleicos, RNAlater” y
LifeGuard™ Soil Preservation Solution (véase
figura 1A y 1B) presentaron un ADN de muy
buena calidad y concentracién, el cual oscilé
cerca de 100 ng/uL, en comparaciéon con el
ADN del bacteriéfago lambda (véase figura 1A
y 1B carril 1-3), mientras que en las muestras
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A B C
112131 2 3 456 7 89 111213123 456 7 8 9 L1213 12 34526 7 89

Figura 1. Gel de agarosa al 1%. A. Muestras de ADN total preservadas en el solvente LifeGuard™ Soil
Preservation Solution. B. Muestras de ADN total preservadas en el solvente RNAlater®. C. Muestras de
ADN total preservadas en NaCI-CTAB. L1, L2 y L3=ADN total del bacteriéfago lambda a concentraciones
de 50 ng/uL, 100 ng/ uLy 150 ng/ pL, respectivamente. 1-9=muestras de ADN total de las biopsias de
tejido tumoral.

A B c

M 1 2 3 456 78 9 M1 2 3 456 789 M1 2 3 456 738

Figura 2. Gel de agarosa al 1% p/v. A. Fragmento amplificado de muestras preservadas en el solvente
LifeGuard™ Soil Preservation Solution. B. Fragmento amplificado de muestras preservadas en el solvente
RNAlater®. C. Fragmento amplificado de muestras preservadas en solucion salina. M=marcador de peso
molecular Hiper Ladder 1 Kb Plus (Bioline). 1-9=fragmentos amplificados de 494 bp asociado al exdn

15 del gen APC.

conservadas en solucion salina se observo el
ADN moderadamente degradado y de concen-
tracion variable (véase figura 1C).

Amplificacion

por PCR del gen APC

Se obtuvo la amplificacién de un fragmen-
to de 494 pb del exdn 15 del gen APC en el
88,9% (8/9) de las muestras preservadas
en el solvente LifeGuard™ Soil Preservation
Solution y en el 100% (9/9) de las muestras
preservadas en el solvente RNAlater” (véase
figuras 2A y 2B), mientras que en el 100%
(9/9) de las muestras preservadas en solu-
cion salina se observd un amplificado muy
tenue (véase figura 2C), a la vez que se evi-
dencio un barrido en el frente de corrido, in-
dicativo de la presencia de ADN degradado
(véase figura 2C; carriles 1, 5, 6 y 8).
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Discusion

La preservacion de biopsias obtenidas de
pacientes sometidos a procedimientos qui-
rargicos, o pruebas invasivas de diagnosti-
co, para la investigacion molecular debe ser
un aspecto fundamental en los laboratorios
ya que la obtencion de resultados confia-
bles y reproducibles esta relacionada con
la cantidad y calidad del material genético
proveniente de la muestra. Por lo anterior,
en este estudio se compararon tres méto-
dos de preservacion de tejidos y se evalué la
calidad del ADN extraido por amplificacion
del gen supresor de tumores APC, cuya mu-
tacion ha sido reportada en mas del 80% de
los casos de cancer colorrectal [17].

La solucidn salina en alta concentracién se
ha reportado como una alternativa para la
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preservacion de material genético debido a
gue desencadena un proceso de deshidrata-
cion celular que ocasiona desnaturalizacion
de las proteinas, lo cual genera disminucion
en su actividad y, por lo tanto, se mantiene la
integridad del ADN [9,18]. En el presente es-
tudio se incluyeron biopsias en solucién salina
al 40% y se almacenaron a -20 °C. No obstan-
te, se observd que las condiciones de alma-
cenamiento empleadas no fueron eficientes
dado que el ADN obtenido a los ocho dias se
encontraba degradado, lo cual se pudo deber
al hecho de que a una célula incluida en una
solucién hiperosmética y almacenada a tem-
peraturas inferiores a los 0 °C se le altera su
permeabilidad, lo que ocasiona la apertura de
poros en la membrana a través de los cuales
pueden ingresar cristales de agua que oca-
sionan dafio en las organelas y en el material
genético [19]. Por lo tanto, la solucién salina
puede ser empleada para la preservacion de
muestras bioldgicas si se almacenan a tempe-
ratura ambiente o si se les mezcla con otras
sustancias como el dimetil sulféxido o el bro-
muro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), que
protejan la integridad del material genético a
bajas temperaturas, tal como ha sido reporta-
do por varios autores [7,12,13,20].

Las biopsias depositadas en la solucidn co-
mercial RNALater® y almacenadas a -20 °C
durante 24 meses se preservaron eficien-
temente, ya que se obtuvo ADN de 6ptima
calidad que fue confirmado por la amplifi-
cacion del gen APC. Varios autores han de-
mostrado la eficiencia de la preservacion
del RNALater® para muestras de diferentes
origenes como microorganismos y tejidos
vegetales, animales y humanos para estu-
dios de gendmica, transcriptémica y proteo-
mica [3,21-23]; incluso, se han reportado
estudios en los que se contrasta la eficiencia
de conservacién de esta solucion con la de
muestras embebidas en parafina o almace-
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nadas en tampones de diferente naturale-
za quimica, en los que se encontré que el
RNALater® es mas eficaz en la preservacion
del material genético, con la ventaja de que
presenta niveles bajos de inhibicién de la re-
accion en cadena de la polimerasa [24]. De
igual manera se observod, que la calidad del
ADN obtenido de aquellas biopsias incluidas
en la solucién LifeGuard™ y almacenadas
bajo las condiciones mencionadas anterior-
mente, fue de buena calidad y apto para
los procesos de amplificacién. Teniendo en
cuenta que el empleo de esta solucidn se
ha reportado principalmente en la preser-
vacién de muestras ambientales para estu-
dios de metagendmica [25-27], se convierte
en una alternativa para la preservacion de
biopsias humanas que mantiene la inte-
gridad del ADN por periodos de hasta dos
afos, a una temperatura de -20 °C.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos
en este estudio es posible concluir que las
soluciones LifeGuard™ y RNAlater® pueden
ser empleadas en la preservacion de tejidos
humanos, especificamente biopsias toma-
das por colonoscopia de 3-5 mm3, a tempe-
raturas de -20 °C, por periodos hasta de dos
afos, lo que difiere con lo reportado por los
fabricantes, quienes afirman que la solucion
conserva las muestras a -20 °C por periodos
de solo un mes. En cuento a la solucidn salina
(NaCl 40%), esta puede ser usada para la con-
servacién de biopsias por periodos cortos.
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Introduction: Studies related to DNA analysis have set a standard for development in the basic scien-
ces, and one of the requirements for obtaining good results is the quality of the genetic material ex-
tracted, together with the method used for the samples preservation. Objective: To compare three
methods of preserving biopsies obtained by colonoscopy in patients with colorectal cancer, for pur-
poses of use in molecular biology studies. Materials and methods: Biopsies by colonoscopy from nine
patients with clinical diagnosis of colon cancer were taken and preserved in saline solution and two
nucleic acids stabilizing solvents, RNAlater® y LifeGuard™ Soil Preservation Solution. The extraction of
total DNA was carried out to the nine samples and the concentration and quality of the extracted DNA
was verified. Results: DNA extraction at 24 hours, eight days, 15 days, one month, six months, one
year and two years after sampling showed that the DNA from biopsies preserved in saline solution had
low concentration and degraded at eight days. DNA from samples preserved in commercial stabilizing
solutions had high concentration and good quality. This last one was verified by amplification of a DNA
fragment associated to the APC gene by polymerase chain reaction. Conclusions: The LifeGuard™ so-
lution as well as the RNAlater® can be used in transport and conservation of human tissues, and may
be recommended for laboratories wishing to preserve specimens with different methods to paraffin-
embedded specimen or that do not have highly efficient conservation methods such as cryogenics.

Keywords: Colorectal neoplasms, biopsy, tissue preservation, nucleic acids.
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Lugar: Laboratorio Clinico Hematoldgico

Volumen 23, Nameros 3-4, 2017 MEDICINA & LABORATORIO



	_ENREF_27

