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RESUMEN

Antecedentes: El tejido embebido en parafina (TEP) es
una fuente invaluable para los estudios moleculares retros-
pectivos. El método de Chelex-100 ha sido empleado para
la extraccion de ADN en TEP con el objetivo de ser utiliza-
do posteriormente en la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (RCP). En este trabajo, se describe la utili-
dad del Chelex-100 para la deteccién de ADN de Mycobac-
terium tuberculosis de TEP. Métodos: Se realizaron las téc-
nicas de Hematoxilina-Eosina y Ziehl-Neelsen a TEP de
pacientes fallecidos por SIDA. Adicionalmente, se utiliz6 el
método de Chelex-100 para extraer ADN y evaluar dos jue-
gos de iniciadores para la deteccion de M. tuberculosis
empleando la RCP. Resultados: Con el empleo del Chelex-
100 se obtuvo un material genético con buena calidad y can-
tidad suficiente. Se identificé M. tuberculosis en las mues-
tras analizas a través de la amplificacion de la secuencia
especifica de insercion (IS6110), demostrando la utilidad de
la resina quelante para la RCP de fragmentos cortos. Con-
clusion: El método del Chelex-100 brinda una opcién
menos costosa, rdpida, facil y segura para los estudios mole-
culares en Anatomia Patoldgica.
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SUMMARY

Introduction: Paraffin-embedded tissue (PET) is an
invaluable resource for retrospective molecular studies.
Chelex-100 method has been used to DNA extraction from
PET. The DNA obtained is used in Polymerase Chain Reac-
tion (PCR) technique. In this work, the utility of Chelex-100
method for the detection of Mycobacterium tuberculosis is
showed. Methods: The Hematoxilyn-Eosin and Ziehl-Neel-
sen techniques were performed in PET samples from three
patients dying of AIDS. Additionally, Chelex-100 method
was used for DNA extraction from these tissues and two
PCR with different primers were evaluated for identifica-
tion of M tuberculosis. Results: Genetic material with a
good quality and in enough quantity was obtained the Che-
lex-100 method. M tuberculosis was identified in the sam-
ples by PCR, using a specific sequence (IS 6110). We sho-
wed the utility of Chelex-100 method in PCR from short
DNA fragments. Conclusions: The Chelex-100 method is a
rapid, easy, safe and inexpensive option in molecular Patho-
logy research.
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INTRODUCCION

El andlisis de los 4cidos nucleicos se ha convertido en
una herramienta importante en el diagndstico e investiga-
cion en patologia molecular. EI material mas comtinmen-
te analizado en los laboratorios de esta disciplina es el teji-
do embebido en parafina (TEP) (1). El material bioldgico
conservado de esta forma constituye una fuente incalcula-
ble de informacién en investigaciones de caricter retros-
pectivo. Sin embargo, la obtencién de ADN genémico de
alta calidad a partir de TEP es una tarea dificil (2).

En la ultima década se han publicado varios méto-
dos para la extraccién y obtencién de ADN a partir de
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TEP. Algunos protocolos, por ejemplo, utilizan diferen-
tes tiempos de incubacién para el tratamiento proteoli-
tico de las muestras (3), otros emplean solventes orga-
nicos adicionales como fenol y cloroformo, antes de la
precipitaciéon con etanol (4). Existen metodologias
alternativas, que utilizan la lisis celular por calenta-
miento en agua destilada para procesar el tejido (5). Por
otra parte, en la literatura internacional han aparecido
protocolos que emplean la sonicacidn de la muestra y la
incubacién de la misma en una solucién con varios
detergentes (6). Recientemente, otros autores han apli-
cado sistemas comerciales para la purificacion de ADN
en TEP (7).
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El empleo del Chelex-100 en el campo de la genética
molecular también ha sido explorado. Varios grupos de
investigacion han utilizado esta resina quelante para obte-
ner ADN en bloques de parafina: en las ciencias forenses
(8), en la deteccién molecular de diferentes especies de
bacterias (9) y en estudios virolégicos (10). En el presen-
te trabajo, se empled Chelex-100 para la extraccién de
ADN de Mycobacterium tuberculosis de TEP.

MATERIALES Y METODOS
Muestras clinicas

Se utiliz6 material de tejido embebido en parafina de
tres pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), fallecidos en el Instituto de Medicina
Tropical «Pedro Kouri» (IPK), Ciudad de la Habana,
Cuba. Paralelamente, se tomé una muestra similar de cada
fallecido para la confirmacion diagnéstica por la técnica
de cultivo en el Laboratorio Nacional de Referencia e
Investigaciones de Tuberculosis y Micobacterias del IPK.

Procesamiento del tejido

Se realiz6 un corte histoldgico (de cada bloque) de
5 pm en un micrétomo RM 2035 (Leica, Alemania) y se
colore6 con hematoxilina y eosina para dar un diagndsti-
co presuntivo de infeccién por micobacterias. Se tomé
otro corte para realizar la coloracién de Ziehl-Neelsen,
especifica para micobacterias (11).

Se utilizé ademds un corte de 14 um del tejido de
cada bloque de parafina y se colocé en un microtubo de
0,5 mL para realizar la Reaccién en Cadena de la Poli-
merasa (RCP).

Extraccion de ADN

El procedimiento de extraccion de ADN del corte his-
toldgico del bloque de parafina fue llevado a cabo utili-
zando 150 pL de una solucién de Chelex-100 (Sigma-
Aldrich, USA) al 5% y calentando a 100°C por 30 minu-
tos. Luego se centrifugd a 13.000 rpm por 10 min y se
transfirié el sobrenadante a un microtubo de 0,5 mL esté-
ril, sin tomar la resina quelante para evitar inhibicién de
la RCP (12).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP)
Se tomaron miiltiples precauciones para evitar cual-

quier tipo de contaminacién en las muestras analizadas,
a partir de lo reportado por Kwok (13).
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Se utiliz6 como secuencia diana un fragmento de 245
pares de bases (pb) de la secuencia de insercién 6110
(IS6110) de M. tuberculosis (14) y otro de 439 pb conte-
nido en la secuencia nucleotidica de la proteina de
65 KDa de micobacterias (15). La mezcla de reacciéon
(50 pL) para el fragmento de 245 pb contuvo Tris/HCI
(pH 8,3) 10 mM, KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM, deoxirri-
bonucleétidos (ANTP) 200 puM, iniciador (INS-1 e INS-
2) 0,4 uM, 2 unidades de Taqg ADN polimerasa (Bioline,
Reino Unido), y 25 puL de ADN molde. El perfil de
amplificacién fue: 96°C por 3 min., 30 ciclos de 1 min.
a 96°C, 1 min. a 65°C y 2 min. a 72°C, con una exten-
sién final de 6 min. a 72°C.

Para el fragmento de 439 pb la mezcla de reaccién
(50 pL) incluy6 Tris/HCI (pH 8,3) 10 mM, KCI 50 mM,
MgCl, 1,5 mM, dNTPs 200 uM, iniciador (TB11 y
TB12) 0,5 uM, 1,25 unidades de 7ag ADN polimerasa
(Bioline, Reino Unido), y 25 uL. de ADN molde. El per-
fil de RCP fue: 96°C por 3 min., 35 ciclos de 1 min. a
94°C, 1 min. a 60°C y 1 min. a 72°C, con una extension
final de 6 min. a 72°C. Todas las amplificaciones se rea-
lizaron en un termociclador Minicycler PTC 150 (MJ.
Research, EUA).

Para la deteccion de los productos amplificados se
analizaron 20 pL. de cada mezcla resultante en una elec-
troforesis en gel de agarosa al 1,2% con solucién regula-
dora de Tris-borato-EDTA. La corrida se realizd a
80 Volts por 1 hora. Los resultados fueron visualizados
en un transiluminador ultravioleta (Macrovue 2011,
LKB, Suecia) y luego fotografiados con una camara digi-
tal Power Shot G6 (Cannon, Japén).

En todas las reacciones de RCP se emple6 ADN
extraido del cultivo de una cepa de M. tuberculosis
(H37RV) gentilmente entregada por el Laboratorio
Nacional de Referencia e Investigaciones de Tuberculo-
sis y Micobacterias, como control positivo y agua desti-
lada estéril (en lugar de ADN molde) como control nega-
tivo.

RESULTADOS

El Chelex-100 es una resina que preferentemente cap-
tura iones metdlicos polivalentes en soluciones. El efecto
de esta sustancia es prevenir a través de su accién quelan-
te la ruptura del ADN a altas temperaturas catalizada por
los iones involucrados en las muestras de trabajo.

En esta investigacion, con el empleo del Chelex-100
se obtuvo un material genético con buena calidad y en
cantidad suficiente para detectar M. tuberculosis, de los
tres bloques de TEP analizados, empleando la RCP.

En la figura 1 se pueden observar las bandas de
245 pb amplificadas obtenidas a partir de los ADN extra-
idos de cada bloque de parafina, preparado con una
muestra de cada paciente estudiado.
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Fig 1: RCP (IS6110) especifico para el complejo Mycobacterium tuber-
culosis 1: Control positivo (ADN de M. tuberculosis [H37RV]); 2: Mues-
tra 1; 3: Muestra 2; 4: Muestra 3; 5: Control negativo de la reaccion.

Al realizar la RCP, a los tres bloques de TEP, con el
fragmento de 439 pb correspondiente a una regién con-
servada de la proteina 65 KDa para todas las micobacte-
rias, no se observé ningtn producto de amplificacién en
el gel de agarosa.

DISCUSION

El fragmento de insercién IS6110 se ha convertido en
una secuencia diana muy empleada para la deteccion de
M tuberculosis en TEP, debido a su especificidad y repe-
tibilidad en el genoma de la bacteria (16).

Diferentes autores han planteado que la amplificacion
de fragmentos de ADN en TEP dependen de varios facto-
res: tamaflo del fragmento diana a amplificar, copias del
fragmento en el genoma, concentracién de ADN, fijacién
de la muestra, entre otros (17,18). En nuestros resultados,
todas las muestras fueron fijadas de igual manera, con
formalina al 10%. Las concentraciones de ADN fueron
chequeadas previamente por electroforesis y no existieron
diferencias entre ellas. Sin embargo, parece ser que influ-
ye directamente el nimero de copias del fragmento en el
genoma, pues el gen que codifica para la proteina 65 KDa
estd presente en una tnica copia en el genoma. Por otra
parte, el fragmento diana a amplificar es de mediano peso
molecular (439 pb), lo que pudiera limitar la obtencion
del producto de la RCP (17).

A pesar de este inconveniente, la extraccién de ADN
de TEP por Chelex-100 permitié la obtencién rapida de
ADN de M tuberculosis con un minimo de manipulaciéon
y por lo tanto, de reducidas posibilidades de introduccién
de contaminantes en el proceso de purificacion.

La extraccién de ADN de tejidos embebidos en parafi-
na por la resina quelante (Chelex-100) es menos costosa que
otros métodos que emplean reactivos caros como la protei-
nasa K y los sistemas comerciales. Es también una metodo-
logia segura, pues no afecta la salud como el método que
emplea el fenol (19). Podemos destacar ademas, que es un
protocolo muy simple pues en un tnico paso se obtiene
ADN con calidad suficiente para la técnica de la RCP y s6lo
se necesitan dos microtubos para su realizacion.

El método del Chelex-100 brinda una opcién rapida
y menos costosa para obtener ADN de TEP, para ampli-
ficar fragmentos diana de bajo peso molecular, constitu-
yendo una opcién ventajosa para los estudios molecula-
res en Anatomia Patoldgica.
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