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;Es posible utilizar las muestras
de colecistectomias con cancer en
investigacion?: Calidad del ADN de
muestras obtenidas del sistema publico y
privado de salud
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Quality of DNA from archival pathological
samples of gallbladder cancer

Background: The quality of the archival samples stored at pathology services could
be a limiting factor for molecular biology studies. Aim: To determine the quality of
DNA extracted from gallbladder cancer samples at different institutions. Material
and Methods: One hundred ninety four samples coming from five medical centers
in Chile, were analyzed. DNA extraction was quantified determining genomic DNA
concentration. The integrity of DNA was determined by polymerase chain reaction
amplification of different length fragments of a constitutive gene (B-globin products of
110, 268 and 501 base pairs). Results: The mean DNA concentration obtained in 194
gallbladder cancer samples was 48 + 43.1 ng/ul. In 22% of samples, no amplification
was achieved despite obtaining a mean DNA concentration of 58.3 ng/ul. In 81, 67
and 22% of samples, a DNA amplification of at least 110, 268 or 501 base pairs was
obtained, respectively. No differences in DNA concentration according to the source
of the samples were demonstrated. However, there were marked differences in DNA
integrity among participating centers. Samples from public hospitals were of lower
quality than those from private clinics. Conclusions: Despite some limitations, in
80% of cases, the integrity of DNA in archival samples from pathology services in
our country would allow the use of molecular biology techniques.

(Rev Med Chile 2013; 141: 1529-1533)
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Chile contintia siendo un problema de salud

publica'. Entre las causas de mortalidad por
tumores malignos, ocupa el segundo lugar en la
mujer y sexto en el hombre, con una incidencia
de 26,2 y 9,4 x 100.000 habitantes y una tasa de
mortalidad de 15,6 y 6,0 X 100.000 habitantes en
mujeres y hombres, respectivamente’. Aun cuando
importantes aspectos clinicos y epidemiolégicos
han sido reportados, la caracterizacién genético-

l amortalidad por cancer de vesicula biliar en
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molecular del cancer vesicular dista mucho de
la informacidén existente en otras neoplasias del
tubo digestivo?, pulmén* o mama’. Este fenémeno
probablemente es debido a su baja incidencia en la
mayoria de los paises desarrollados, por lo cual su
estudio ha sido relegado a un plano secundario®®.
Lamentablemente, muchos trabajos en el drea de la
biologia molecular incluyen erréneamente ademas
del cdncer vesicular, a cdnceres de los conductos
biliares e, inclusive, de los conductos hepéticos,
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como un solo grupo de tumores, lo cual disminuye
y restringe el valor de las observaciones®'°. Los
trabajos existentes en esta drea corresponden a
pequenas casuisticas o son producto de recopila-
ciones de casos de distintas instituciones y, a veces,
de distintos paises, lo que también le resta validez
a los resultados. En la actualidad se desconocen
importantes aspectos genéticos, epigenéticos, asi
como las principales vias metabdlicas que estdn
involucrados en la génesis y desarrollo del cancer
vesicular!!. La actual terapia personalizada que
se esta utilizando en otros canceres como los de
mama, pulmén y colon hacen mandatorio realizar
estudios en el cancer vesicular dado su importan-
cia en nuestro pais'>®.

En la actualidad, al igual que hace décadas
atrds, la mayor parte de los pacientes tanto en
el sistema publico como privado de salud, son
diagnosticados en estadios avanzados de la enfer-
medad, con escasas posibilidades terapéuticas'*">.
Las piezas quirdrgicas provenientes de estas inter-
venciones son procesadas rutinariamente en los
servicios de Anatomia Patoldgica, muchas veces
sin las debidas precauciones para conservar este
material en condiciones que pudiesen permitir la
realizacién de estudios posteriores con técnicas
de biologia molecular. Largos periodos de isque-
mia fria, fijacién inadecuada, procesamiento no
estandarizado, almacenamiento en condiciones
no 6ptimas, son sélo algunos de los factores que
determinan la pérdida de gran cantidad de dicho
material'®'®. La ausencia de bancos de tumores
en la mayor parte de los servicios asistenciales,
también, ha impedido la recolecciéon de tejidos
frescos que pudiesen ser utilizados en investigacion
anivel genético-molecular. No existe informacién
en nuestro medio respecto de la calidad e integri-
dad del ADN presente en el material de piezas de
colecistectomias con cancer en los archivos de los
distintos servicios de Anatomia Patolégica.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
cantidad y calidad (integridad) del ADN en mues-
tras de colecistectomias con cancer en distintos
centros asistenciales, tanto de sistema publico
como privado de salud.

Material y Método

Casos
Se estudian 194 casos de cédncer vesicular
avanzado, la mayoria correspondientes a cole-
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cistectomias completas (89%), parciales (7%) y
metdstasis de cdncer vesicular (4%). Los casos
fueron seleccionados en forma aleatoria en los
distintos centros asistenciales publicos (H1 n = 34;
H2 n = 57casos) y privados (C1 n =30; C2 n = 68;
C3n=5). Las muestras fueron enviadas sin ningtin
elemento que permitiera la identificacién a excep-
cién de su origen. Cada uno de los casos habian
sido obtenidos y procesados de acuerdo a las con-
diciones locales, desde su extraccién quirtrgica,
periodo de isquemia fria, tiempo de fijacién hasta
el procesamiento histoldgico de la muestra, etc. En
cada uno de los centros participantes se seleccion6
una inclusién histolégica que incluyera un drea
representativa de la lesion tumoral. De cada una
de estas muestras se realizaron 5 cortes histolégicos
de 10um de espesor y mediante micro-diseccién
manual bajo visiéon microscépica, se selecciona-
ron las dreas correspondientes a tejido tumoral.
Posterior a la diseccion se realizé extraccion de
ADN de acuerdo a protocolos estandares con kits
comerciales disponibles en nuestro medio y cuyos
protocolos se resumen a continuacién. Finalmente,
se realiz6 la amplificacién de un gen constitutivo
(B-globina) para demostrar la integridad del ADN
del material extraido con productos de tamano
conocido de 110pb, 268pb y 501pb.

Protocolo de extraccién cuantificacion y
amplificacién de ADN

En los cortes seleccionados se realiz6 la des-
parafinizacién en bafos de xilol e hidratacién en
concentraciones decrecientes de alcoholes hasta
el agua y posterior mantencién de las muestras
en solucién tamponada. La diseccion de las dreas
seleccionadas se realiz6 con bisturi estéril o agujas
21G y posteriormente los fragmentos obtenidos
resuspendidos y centrifugados por 5 min a 13.000
rpm. La extracciéon de ADN se realizé utilizando
el kit AxyPrep Multisource Genomic DNA Mini-
prep ki Axygen® de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La cuantificacién del ADN extraido se
realizé por medicién a 260 nm en un espectro-
fotometro (Scandrop AnalytiKJena®). La ampli-
ficacién del gen de la 3-globina se realizé con los
siguientes partidores: Forward: -1 5-TCAACCCT
ACAGTCACCCAT-3; Reverse: -2 5-CTAACA-
ATTACGAACAGCAATGAG-3", con un tamano
esperado del amplificado de 501 pb. La mezcla
utilizada para la reacciéon contenia: 0,2 mM de
dNTP, 1,5 mM de Cloruro de Magnesio, 12,5 pmol
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de cada partidor, 1 U de Taq polimerasa (Gotaq
Flexi DNA polymerase Promega®) y 5 ul de ADN
en estudio, en un volumen de reaccién de 50 pl.
El programa de amplificacién para -1y 2 con-
sistié en denaturacién a 94°C por 4 min, seguida
por 35 ciclos con denaturacién 94°C, alineacién/
hibridizacién a 56°C por 30 seg, y elongacién a
72°C por 30 seg, con un paso final de elongacién
a72°C por 7 min. La verificacién de los productos
se realizé por electroforesis en geles de agarosa a
2%. Las muestras que resultaron negativas fueron
amplificadas con partidores para productos de
menor tamano: Forward PCO3: 5’ACA CAA CTG
TGT TCA CTA GC 3% Reverse PCO4: 5° CAA
CTT CAT CCA CGT TCA CC 3’; GH20: 5° GAA
GAG CCA AGG ACA GGT AC 3" con productos
de amplificacién esperados de 268pb y 110pb, en
similares condiciones a las antes descritas.

Andlisis estadistico

Se realizé mediante test de x* y test exacto de
Fisher para las tablas de contingencia y t-test para
los promedios de muestras independientes.

Resultados

De las 194 muestras de las cuales se extrajo
ADN, se logré obtener una concentracién pro-
medio de ADN de 48,2 ng/pl (DS £ 41,3 con un
minimo de 2,05 y un maximo de 219,2 ng/pl). En
157 de los casos (80,9%), se logré amplificacién
de productos de al menos 110 pb, en 129 (66,5%)
de 268pb. En 22,2% se logré amplificacion de
productos de al menos 501 pb (Tabla 1). En

19,1% de las muestras, la marcada degradacion
y fragmentacién no permitié la amplificacion de
los tamanos minimos senialados, por lo cual, estas
muestras fueron desestimadas para ser utilizadas
en un eventual estudio. Si bien se observaron
diferencias marcadas en las concentraciones de
acuerdo al origen de las muestras, estas no fueron
significativas. Un hecho similar se observé respec-
to de la concentracién de ADN y el tamaifio de los
productos obtenidos. El promedio de concentra-
cién de ADN para las muestras que amplificaron
fragmentos de 110 pb fue de 72,6 ug/ul, y de 42,3
ng/ul para los casos que amplificaron 501 pb (Fi-
gura 1). En cambio, en los casos en los que no se
logré amplificacion la concentracién promedio de
ADN fue de 58,3 ng/pl. Es decir, no hubo relacién
entre la cantidad medida como concentracién
(ng/ul) e integridad del ADN medida a través de
la capacidad de amplificacion de los diferentes
tamafios de los productos (p = 0,7).

Enrelacién al grado de integridad del ADN y el
origen de las muestras, los hallazgos se resumen en
la Tabla 2. El porcentaje de muestras que no ampli-

Tabla 1. Tamano de los productos de amplifi-
cacion del ADN en muestras de vesicula biliar
fijadas en formalina e incluidas en parafina

Tamano de productos de ADN (pb)

110pb 268pb 501pb
n° 157 129 43
% 80,9 66,5 22,2
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Figura 1. Concentracién del ADN (ng/ul) y tama-
fio de los productos amplificados (pb). Se grafica
las concentraciones promedio (ng/ul) con sus
respectivas desviaciones estandares de acuerdo al

501 tamano de los productos amplificados. Se obser-

va la ausencia de relaciéon entre la concentraciéon
del ADN (ng/ul) obtenido y los tamanos de los
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productos (integridad).
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Tabla 2. Distribucion porcentual de la integridad
del ADN de las muestras medida a través del
tamano de los productos amplificados y origen

Integridad ADN

Origen 0 110pb 268pb 501pb n
(@ 16,6 6,7 40,0 36,7 30
2 20,6 10,2 39,8 29,4 68
a3 0,0 0,0 60,0 40,0 5
H1 29,5 8,8 55,9 5,8 34
H2 24,6 31,6 33,3 10,5 57

ficaron productos de al menos 110 pb, fluctuaron
entre 16,6% (C1) y 29,5% (H1). En los casos en
que se logré amplificaciéon de productos de 501 pb,
las diferencias observadas en las muestras de los
distintos centros fueron aun mayores (5,8% versus
40%). En 30-40% de las muestras provenientes
de clinicas privadas se obtuvieron amplificados
de al menos 501 pb, en cambio, en las muestras
provenientes de los hospitales, s6lo 5,8% y 10,5%
de los casos lograron productos amplificados de
este tamanfo respectivamente.

Discusiéon

Nuestro estudio, que incluye un nimero im-
portante de casos provenientes de distintos centros
del pais, muestra la cantidad y calidad del ADN
medida a través de la integridad (tamano de los
productos amplificados) que estdn presentes en
las muestras de cancer de la vesicula biliar en los
archivos de los servicios de Anatomia Patolégica
en nuestro pais. Se demuestra que en algunos
centros, la cifra de muestras inadecuadas puede
alcanzar cifras de hasta 30% de los casos. Este he-
cho deberia tenerse en consideracién al momento
de planificar un estudio, a fin de estimar a priori
el tamano muestral requerido, considerando el
importante nimero de casos que tendrian que
excluirse dada la mala calidad del ADN. Frente a
esto, sugerimos hacer pequenos estudios pilotos
para probar la integridad del ADN (medicién de
productos amplificados de distintos tamanos),
en vez de determinarlo en etapas intermedias o
tardias del estudio y de esta manera evitar el costo
y esfuerzo que eso significa. Sin embargo, pode-
mos sefialar que en 80% de los casos fue posible

Rev Med Chile 2013; 141: 1528-1533

amplificar productos de al menos 110 pb, lo que
abre buenas perspectivas al estudio y caracteri-
zacién molecular del cancer de la vesicula biliar
en Chile con el material actualmente archivado
en los servicios de Anatomia Patolégica, tanto de
hospitales como de clinicas privadas.

Es llamativa la ausencia de relaciéon entre la
concentracion e integridad del ADN en el material
estudiado, proveniente de muestras fijadas en for-
malina e incluidas en parafina. En la gran mayoria
de las muestras, a pesar de haberse obtenido una
adecuada cantidad de ADN (concentraciéon medi-
da por espectrofotometria), este pardmetro por si
mismo no permite asegurar la integridad de este
ADN. Su fragmentacién y degradacion impide la
amplificacién de fragmentos de unos pocos pares
de bases. De esta manera, consideramos que,
para el material de archivo fijado en formalina e
incluido en parafina, es conveniente privilegiar la
determinacion de la integridad a través de la am-
plificacion de productos de tamafio conocidos, en
vez de la cantidad de ADN que se puede lograr, ya
que esta variable depende predominantemente de
la cantidad de tejido procesado. Estos hallazgos nos
han llevado a modificar el enfrentamiento con este
tipo de muestras y hacer, antes que nada, cortes
iniciales de prueba para determinar directamente
la integridad del ADN, en vez de seleccionar areas
de interés, hacer maltiples cortes, microdisecar y
posteriormente extraer ADN, medir su concen-
tracion para finalmente determinar su integridad,
lo que conlleva una pérdida de tiempo, esfuerzos
y recursos.

A estos hallazgos se le deben agregar facto-
res deletéreos pre-analiticos que influyen en la
preservacion de las muestras y que no dependen
de los servicios de Anatomia Patoldgica (forma
de extraccion de la muestra, periodo de isque-
mia, fijacién y manejo de la muestra). Debemos
sefialar que no es posible considerar al actual
procesamiento histolégico de las muestras como
un proceso estandarizado y controlado todo lo
que fuese deseable. Estos factores a la postre son
determinantes en la calidad de la muestra para
distintos estudios complementarios, como los
inmunohistoquimicos y actualmente los de bio-
logia molecular.

A lo anterior se debe sumar la rdpida y espon-
tdnea degradacion enzimatica que sufre el ADN
y el ARN, asi como el deletéreo efecto de la for-
malina, que es el mds amplio y difundido fijador
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de tejidos utilizado en Anatomia Patoldgica, con
innumerables factores adversos. La formalina, un
aldehido que proporciona una eficaz y econémica
conservacién de la estructura macro y microscé-
pica, su accién sobre moléculas complejas como
enzimas, proteinas y acidos nucleicos conlleva,
ademds, una rdpida inactivacion, pérdida de la
estructura e irreversible fragmentaciéon de las
biomoléculas. Entre los efectos mds importantes
de la formalina, se ha demostrado la produccién
de entrecruzamientos entre acidos nucleicos y
proteinas', la hidrolizacién de los puentes fosfo-
diéster del ADN? y la modificacién covalente del
ARN con adicién de grupos metilos en las bases?'.

A pesar de todo lo sefialado, un ndmero impor-
tante de reportes han demostrado, que es posible
obtener cantidades suficientes de ADN, ARN vy
proteinas, para estudios de gendémica, transcrip-
témica y metaboldémica, algunos de acentuada
sofisticacion y complejidad de tejidos fijados en
formalina e incluidos en parafina®2,

Asi, las muestras de tejidos almacenadas hist6-
ricamente en los servicios de Anatomia Patoldgica,
a pesar de haber sido sometidas a severas condi-
ciones, estdn siendo cada vez mds utilizadas en
investigaciéon molecular. Sin dudas, se requieren
modificaciones en el manejo y procesamiento de
este tipo de muestras en nuestro medio, a fin de
mejorar su calidad y su potencial uso en investi-
gacion.

En el caso del cancer vesicular, existen muchas
particularidades propias y que lo hacen diferente
a cualquier otro proceso carcino-genético (litiasis
e inflamacién), cuyo estudio a nivel molecular
podria permitir mejorar la comprensién acerca
de la carcinogénesis en el ser humano.

Podemos concluir que las muestras de cole-
cistectomias en las que se demuestra un céncer y
que se encuentran almacenados en los servicios
de Anatomia Patoldgica en nuestro pafs, son po-
tencialmente utilizables para técnicas de biologia
molecular, dindole una nueva oportunidad a un
valioso material a nuestro alcance, para el estudio
y caracterizacién de los tumores malignos de ma-
yor importancia en nuestra poblacién.
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