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RESUMEN 

 

En la actualidad se observa un incremento constante en los casos de infección 

por VPH en los países de bajos ingresos; por su parte, los métodos para el diagnóstico 

de infección han tenido un gran avance mediante técnicas de biología molecular. Sin 

embargo, en los procesos de fijación de los tejidos de biopsias y la extracción del ADN 

se presentan dificultades que afectan la integridad de esta  molécula lo que a su vez 

trae como consecuencia problemas en los procesos de amplificación a través de la 

PCR. Esto se debe principalmente  a los efectos de la formalina utilizada en las 

técnicas de fijación requeridas para la conservación de los tejidos en bloques de 

parafina, estos efectos causan la degradación del ADN por lo tanto genera cambios en 

la calidad y cantidad de la molécula que se obtiene durante su extracción. 

Objetivo: Comparar la calidad del ADN total extraído de biopsias de lesiones del 

área genital incluidas en parafina con distintas variaciones en la técnica de extracción, 

mediante espectrofotometría y PCR para la detección y tipificación de VPH. 

Materiales y Método: Se seleccionaron nueve (9) Bloques de tejidos incluidos 

en parafina fijados en formalina (FFPE) a las cuales se les aplicó cuatro variaciones 

del primer paso del protocolo de extracción de ADN total para comparar la  

concentración, calidad e integridad del ADN mediante espectrofotometría y 

amplificación por Reacción en Cadena de la Polimerasa PCR de la región β-globina.  

Resultados: Con La variación de desparafinación mediante Xilol se obtuvo un 

rendimiento de ADN del 93%, mientras la variación con agua caliente para extraer la 
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parafina produjo un rendimiento del 87%, por su parte, la variación utilizando Tween-

20 y calentamiento en microondas produjo un  rendimiento del 86%; y la variación 

Tween-20 y calentamiento en termociclador rindió un 78%. Por PCR y visualización 

mediante electroforesis en agarosa 1,5% se observó que se obtuvieron amplificados 

junto a un smear o patrón de “chorreado” lo que implica que el ADN se obtuvo 

degradado. 

Conclusión:   El mejor protocolo de extracción de ADN de biopsias incluidas en 

parafinas es aquel que incluye Xilol como componente de disolución de la parafina, 

porque produce mayor rendimiento de ADN durante el proceso de extracción, mientras 

por PCR se encontró que dicha molécula puede tener baja calidad para los procesos 

de amplificación, que puede estar relacionado con el tiempo que lleva el tejido incluido 

een parafina. 

Palabras Claves: Virus de Papiloma humano (VPH), Bloques de parafina 

(FFPE), Integridad del ADN, espectrofotometría, PCR,  β-globina, Xilol. 
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INTRODUCCION 

 

En la actualidad el proceso de extracción de ADN de tejidos embebidos en 

parafina puede ser ineficiente en cuanto la integridad de la molécula extraída, esto 

puede deberse a los múltiples pasos de fijación, los cuales están diseñados para 

preservar la arquitectura del tejido, más no las moléculas de ADN que sufren daños en 

su estructura. Uno de los principales factores que afectan la integridad de la molécula 

de ADN parece ser el tiempo de fijación en formalina antes de la inclusión en parafina1, 

que ocasiona daños en la estructura del ADN porque se induce la formación de aductos 

que impiden posteriormente la amplificación por la técnica de PCR2; por otra parte, la 

eliminación de la parafina durante la extracción del ADN es otro factor que afecta 

directamente el rendimiento en la obtención de la molécula3.  

Ampliando lo anterior, cuando el tejido se somete a estudios moleculares la 

cantidad y calidad del ADN puede ser deficiente, debido a esta observación, se han 

realizado estudios sobre la recuperación del ADN de tejidos fijados con formalina que 

implementan el uso de enzimas  por ejemplo, lo que encarece el proceso. Esto se 

combina con el uso de distintas soluciones comerciales que se venden como kits para 

mejorar el rendimiento durante los protocolos de extracción3 y los resultados son 

satisfactorios, pero costosos.  

Debido a los elevados costos de los kits de extracción de ácidos nucleicos se 

buscan alternativas para mejorar estos protocolos de extracción basándose en 

variaciones de la técnica y el uso de reactivos de preparación en el laboratorio, lo que 

resulta más económico. 
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             La implementación de estos protocolos de extracción de ADN requiere de 

su comprobación previa, para verificar que se obtiene ADN con alta integridad y estado 

de pureza de la molécula, que permita su amplificación por técnicas moleculares.  De 

esta manera, la extracción de ADN de alta calidad, permitirá hacer la detección y 

tipificación del Virus de Papiloma Humano (VPH), en muestras que tengan un resultado 

previo de alteraciones sospechosas de infección por VPH. 

 

 

Situación Actual del Problema 
 

 

La extracción de ADN de tejidos incluidos en parafina para la detección molecular 

de VPH es interesante para los estudios retrospectivos de presencia de VPH en estos 

tejidos, o para determinar si el virus está presente y corroborar los resultados del 

estudio anatomopatológico de dichos tejidos1,4-6.  

Sin embargo, la calidad del ADN de muestras de tejido incluidos en bloques de 

parafina en cuanto a la integridad y cantidad de la molécula, se convierte en un reto 

en el laboratorio debido a los altos costos de los reactivos comerciales diseñados para 

la extracción óptima de la molécula, los cuales se requieren para mejorar el 

rendimiento de los procesos de extracción, y debido también al procedimiento que se 

utiliza para fijar los tejidos. 

Al respecto, los procesos de fijación de los tejidos que van a ser incluidos en 

parafina pueden comprender pasos que causan el deterioro de la molécula de ADN 

presente en estos tejidos. Por ejemplo, el uso de la formalina en soluciones con pH y 
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tiempo no controlado para la fijación de los tejidos puede causar la formación de 

enlaces covalentes no naturales en la molécula de ADN, esto se debe a uno de los 

componentes de la disolución que es el formaldehído,  el cual es el responsable de 

alterar ciertos enlaces de las bases nitrogenadas del ADN originando la modificación 

de la estructura, luego en el proceso de replicación in vitro durante la PCR, se genera 

la interrupción de la molécula comprometiendo su integridad, estos procesos afectan 

el ADN de la célula huésped y el del virus que pudiera estar presente en el tejido;  si la 

interrupción se produce en el sitio que es el blanco o diana de la PCR pues el virus no 

puede ser detectado, y el diagnóstico se ve afectado7.   

Con respecto a esto, lo deseable es obtener ADN que pueda ser objeto de 

amplificación por Reacción en Cadena de la Polimerasa o PCR (por sus siglas en 

inglés), para la detección y tipificación del ADN de VPH que pudiera estar presente en 

los tejidos tratados; y que además el proceso no resulte muy costoso. 

Por lo anterior, en la presente investigación se buscó optimizar el proceso de 

extracción de ADN para obtener la molécula en el mejor estado posible, para ello se 

probaron modificaciones del protocolo de extracción y se utilizaron soluciones 

preparadas en el laboratorio. Teniendo en cuenta esto,  el objetivo de este estudio fue 

comparar cuatro modificaciones al protocolo clásico de extracción de ADN de tejidos 

incluidos en parafina con el fin de obtener la molécula de ADN en condiciones 

adecuadas para su uso posterior en pruebas de diagnóstico molecular.  
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Justificación de la Investigación 

 

Puesto que el objeto de las pruebas moleculares es la amplificación de la 

molécula de ADN mediante PCR, se busca mejorar la detección y tipificación del Virus 

Papiloma Humano de muestras de tejido incluidos en parafina y para ello se deben 

implementar procesos optimizados en cuanto a costos de los reactivos a utilizar y en 

cuanto a rendimiento.  

Por lo anterior, esta investigación se justifica desde el punto de vista 

metodológico, pues para la detección del ADN, se buscó mejorar u optimizar el proceso 

de extracción de la molécula diana para favorecer su integridad.  

Por otra parte, la investigación se justifica desde el punto de vista económico, 

pues se evitó el uso de reactivos comerciales costosos, preparando las disoluciones 

necesarias para el proceso en el laboratorio, controlando las cantidades y utilizando 

justo lo necesario. 

Por lo anterior, desde el punto de vista científico, la presente investigación hace 

un aporte a los protocolos de extracción de ADN de tejidos fijados en parafina,  

optimizando  los mismos, por lo cual, ahora se podrían ampliar estudios retrospectivos 

con este tipo de muestras, que aportarían resultados en el área de epidemiología 

molecular del virus de papiloma humano.  

Esta investigación también se justificó pues en cuanto a la formación personal de 

la investigadora, pues le permitió formarse en el ámbito de un laboratorio diseñado 

para estudios moleculares, en las técnicas básicas de la biología molecular, lo cual 

amplía el perfil profesional, de cara al presente cada vez más avanzado en cuanto a 

técnicas de diagnóstico.   
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Alcances de la investigación 

 

Con esta investigación se buscó aportar a la biología molecular del VPH una 

técnica de extracción de ADN optimizada en cuanto a la calidad y cantidad de la 

molécula, mejorando el protocolo en a la cantidad de pasos y en el aspecto económico, 

con lo cual, al implementarla se podrán incluir muestras de tejido embebido en parafina 

en los procesos de detección u tipificación del VPH.  

 

Limitantes de la Investigación 

 

Dentro los factores limitantes de esta investigación se encontraron los siguientes: 

1. Número limitado de muestras, pues los tejidos embebidos en parafina no son 

enviados con frecuencia al laboratorio para su estudio.  

2. La disponibilidad de los reactivos o kits necesarios, ya que debido a la situación 

actual del país los costos son altos, por lo que se buscó la preparación de los mismos 

en el laboratorio. 

El problema 
 

En función de todo lo planteado, la pregunta de investigación fue la siguiente:  

¿Se podrá mejorar la calidad del ADN extraído de biopsias de tejido del área genital 

embebidas en parafina,  mediante la modificación de algunos pasos del protocolo 

estándar  y así lograr obtener una molécula integra y en buena cantidad para 

implementar una PCR de detección y tipificación del VPH? 
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MARCO TEÓRICO 

 

Antecedentes de investigación 

 

Daigrepont et al.1 en 2018 realizaron un estudió para detectar ADN del Virus 

Papiloma Humano (VPH) en papilomas obtenidos de la cavidad oral fijados en 

formalina e incluidos en parafina (1). Para ello, dichos autores implementaron la 

Reacción en Cadena de la polimerasa (PCR) y analizaron 35 muestras de biopsias de 

la cavidad oral incluidas en parafina con previa fijación en formalina; obteniendo cómo 

resultado que un  17% (6 papilomas) dieron positivo para el ADN del VPH, de las cuales 

4 fueron positivas para VPH6 y 2 dieron positivas para VPH11. Por otro lado, el ADN 

de β-globina solo se identificó en la mitad de las muestras, alegando que la 

degradación de dicho ADN  afectó significativamente los resultados; los autores 

concluyeron que dichos resultados representan una estimación del verdadero número 

de muestras positivas para VPH en este estudio. Las explicaciones de los papilomas 

escamosas negativos para VPH incluyeron la infección transitoria por VPH, las fallas 

en el experimento para detectar el Virus, o las posibilidades de que algunas lesiones 

no sean producto de la Infección por VPH. Este trabajo tiene relación con la presente 

investigación pues sus resultados muestran que se encuentran problemas al tratar de 

amplificar el ADN de VPH que se obtiene de tejido fijado con formalina y embebido en 

parafina. 

    Por su parte, en el 2018 Tawe et al2, desarrollaron un estudio para la detección 

molecular del Virus del Papiloma Humano (VPH) con una elevada fragmentación del 
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ADN en biopsias de pacientes con  cáncer de cuello uterino aplicando PCR de doble 

anidamiento, esto con el objetivo de optimizar una metodología de PCR de doble 

anidamiento altamente sensible junto con una extracción orgánica de ADN para 

aquellos laboratorios donde sus recursos son limitados; el método propuesto permite 

la detección de una alta gama de genotipos de VPH y se obtienen las secuencias del  

amplificado  final comprobando la extracción de ADN de manera automatizada en 

conjunto con una PCR en Tiempo Real. Los resultados arrojaron un 96,3 % de  

efectividad del método propuesto para detectar VPH en comparación con otros 

métodos donde se consigue un 100% de efectividad. Los autores concluyeron que el 

método propuesto proporciona la identificación simultánea de una amplia gama de 

genotipos de VPH incluyendo VPH 16 y 18 partiendo de una muestra de ADN de 

biopsias. Por otra parte, es fácil y rentable para los laboratorios con recursos limitados, 

del mismo modo tiene una amplia aplicación en el área molecular. Con respecto a la 

pertinencia de este estudio con respecto a la presente investigación, se encuentra que 

los autores implementan un método que les permite mejorar la detección por PCR 

desde ADN fragmentado que se obtiene a partir de tejido fijado con formalina y 

embebido en parafina.  

Por su parte, Sarnecka et al.3 en el 2019; implementaron una extracción de ADN 

de muestras de tejido embebido en parafina  con tres kits comerciales distintos, así los 

autores utilizaron 42 bloques de tejido parafinado y  para la extracción utilizaron los 

siguientes kits: QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN), Cobas DNA Sample 

Preparation Kit (Roche Molecular Systems) y Maxwell 16 FFPE Plus LEV DNA 

Purification Kit (Promega). Los autores comprobaron la calidad y cantidad del ADN 

extraída a través de fluorometría (Qubit 3.0 Fluorometer, Life Technologies)  y los  
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resultados reflejaron el rendimiento del ADN total, con el kit Maxwell o Cobas 

obtuvieron una cantidad y calidad más alta a diferencia de lo obtenido con QIAamp (p 

< 0,001) y el por último Maxwell Extraction Kit resultó en una elevada calidad (p < 0,01) 

pero baja cantidad de ADN;  con los resultados los autores llegaron a la conclusión 

que la selección de los kits va de acuerdo al objetivo de cada estudio dependiendo de 

la cantidad y calidad del ADN  extraído que se necesite (3). En cuanto a los aportes 

del estudio citado, se encuentra que la calidad del ADN extraído de  muestras 

embebidas en parafina va a depender del método de extracción y la formulación de los 

reactivos utilizados, así se ve que dependiendo de la casa comercial que elabora el kit 

de extracción se obtiene ADN de distinta calidad para PCR.  

Seguidamente, se cita la investigación de, Fujii et al.8, quienes en el 2019 

establecieron la relación entre los factores histopatológicos y la calidad del ADN, 

igualmente estandarizaron un método de macrodisección de próxima generación; para 

ello utilizaron 218 muestras de tejido fijado en formalina y embebido en parafina  y 

tomaron en cuenta 15 factores histopatológicos con la proporción cuantitativa de ADN 

de doble cadena con respecto a ácidos nucleicos totales y el valor de la calidad del 

ADN. Los resultados fueron que el almacenamiento de la muestra durante un periodo 

mayor o igual a 3 años no se asocia con la calidad del ADN; pero las muestras que 

presentaron acúmulos de moco se asociaron positivamente con la calidad del ADN; 

mientras que las muestras de tumores metastásicos con periodos de almacenamiento 

extensos se relacionaron significativamente con valores bajos en el punto de cruce. En 

conclusión; el método de macrodisección no debe implementarse en muestras que 

presentan factores histopatológicos debido a que rinden baja calidad de ADN. Con 

respecto a la pertinencia de este aporte con la investigación se encuentra que la 
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calidad del ADN extraído de tejidos embebidos en parafina previa fijación en formalina 

se ve también afectada por las condiciones histológicas del tejido mismo antes de su 

fijación.  

         Así mismo, en el 2020, Oba et al9, probaron un método para obtener ADN 

de manera pura de muestras de tejidos embebidos en parafina fijados en formalina 

mejorando la temperatura y el tiempo de incubación, de igual forma la concentración 

de un compuesto llamado Tris Hidroximetil Aminometano que actúa en sustitución de 

la formalina, de esta manera se revierte la reticulación del ADN o formación de aductos. 

Los resultados generaron tres veces el rendimiento de ADN por cada corte de tejido 

comparando con un kit comercial para extracción de ADN, en este sentido aumentó el 

rendimiento de la secuenciación con respecto a la obtenida con el kit comúnmente 

utilizado y tomaron en cuenta que la secuenciación producida con ADN de FFPE y el 

método implementado disponía de inserciones mucho más largas. En cuanto al aporte 

de este estudio, se demuestra que se puede mejorar la calidad del ADN extraído de 

biopsias embebidas en parafina si se revierte el proceso de reticulación del ADN que 

genera la formalina.  

           Por último, en la investigación de Khan et al6, realizada en el 2022, se 

evaluó y  comparó varios métodos de extracción de ADN genómico para mejorar la 

técnica de PCR en tejidos almacenados con fijación en formalina y embebidos en 

parafina provenientes de pacientes con  carcinoma oral de células escamosas; para 

ello utilizaron 75 muestras de este tejido que fueron seleccionadas del registro 

histológico y las dividieron en dos grupos;  Grupo I: tejidos embebidos en parafina y 

fijados con formalina a corto plazo, Grupo II: tejidos embebidos en parafina que fueron 
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fijados con formalina a largo plazo. Los resultados les permitió demostrar que un 93,3% 

de las muestras del grupo I lograron una mejor calidad y cantidad de ADN, en 

comparación con el rendimiento del grupo II que fue del 53,3 % aunque mediante PCR 

la amplificación del  ADN fue mayor,  la calidad obtenida fue con degradación, pues se 

generaron numerosos fragmentos de ADN. Posteriormente el método de extracción de 

ADN donde obtuvieron mayor cantidad de amplificados fue el convencional con Fenol-

Cloroformo con respecto al kit comercial. En este sentido concluyeron que para 

obtener una integridad adecuada del ADN las muestras deben fijarse en formalina por 

corto tiempo, una noche y se debe desparafinar el tejido con Xileno para luego 

exponerlo al protocolo convencional de aislamiento de ADN con fenol – cloroformo. De 

igual forma, este estudio hace un aporte con respecto a cómo afecta el tiempo de 

fijación en formalina del tejido obtenido por biopsia el rendimiento del ADN extraído 

para pruebas de PCR.  

 

Antecedentes Históricos 
 

Por allá en 1869 un científico llamado Friedrich Miescher aisló una sustancia rica 

en fosfatos, que no contenía azufre y era resistente a  proteasas, de igual manera la 

sustancia no correspondía ni a lípidos ni proteínas. Miescher también se dio cuenta 

que  la molécula estaba presente en todos los núcleos  de todas las  células, por ende 

este investigador la llamó “nucleína”. Luego, descubrió que  su naturaleza era ácida, 

dándole el nombre genérico de “ácido nucleico”. Este fue el primer descubrimiento que 

luego llevó a comprender como se transmiten las características de una generación a 

otra10. 
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 Ahora bien, en 1949 el austriaco Erwin Chargaff, fue uno de los primeros 

científicos en implementar la técnica denominada “cromatografía en papel” con el 

objetivo de analizar la composición de nucleótidos presentes en el ADN, con sus datos 

logro comprobar que diferentes nucleótidos estaban en cantidades iguales, de igual 

manera que las proporciones de los nucleótidos eran exactas y van a variar de una 

especie a otra. Estos hallazgos le permitió a Chargaff llegar a la conclusión que la 

organización exacta de los nucleótidos dentro de la molécula de ADN era la que le 

confiere a está su especificidad genética y que el orden de las proporciones relativas 

de las cuatro bases no era al azar, sino que la cantidad de residuos de Adenina (A) en 

todas las muestras de ADN era igual a la de los residuos de Timina (T), que la cantidad 

de residuos de Guanina (G) era igual a la de los residuos de Citosina (C). Por otro 

lado, expreso que no importa   el origen del ADN, siempre las cantidades de purina y 

de pirimidinas se van a igualar, es decir la relación es 1:1 (purinas = pirimidinas)11. 

Siguiendo la línea del tiempo, en 1953 la química y cristalógrafa británica 

Rosalind Franklin, el neozelandés Maurice Wilkins, el británico  Francis Crick y el 

estadounidense James Watson, lograron explicar mediante estudios de difracción de 

rayos X, la estructura molecular de la doble hélice   del  ADN, con estos resultados en 

1962 fueron merecedores del Premio Nobel de Fisiología y Medicina. Según los 

resultados de estos investigadores, el ADN está constituido por dos hebras 

complementarias en orientación antiparalela de polinucleótidos enrolladas sobre si 

mismas hacia la derecha en torno a un eje central imaginario mantenida por enlaces 

de hidrógeno; de esta manera las bases nitrogenadas se proyectan al interior, y los 

esqueletos de azúcar-fosfato de la cadena polinucleotídica se ubican hacia el exterior. 

Los autores también describieron que el proceso de apareamiento de las bases entre 
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las hebras permite la estabilización de la estructura, al igual que la interacción 

hidrófobica que existe entre las bases adyacentes12. 

Tres años después, Arthur Kornber en 1956, logró la síntesis del ADN en 

extractos bacterianos acelulares, descubriendo que se necesitaba para ello una 

enzima polimerizante específica que cataliza el enlace de los precursores 

monoméricos (nucleótidos) del ADN. Este autor aprovechó la información de  estudios 

previos donde se había evidenciado que los nucleótidos precursores del ADN 

contienen energía (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) que permite la reacción de 

polimerización, además logró la identificación  de un polipéptido individual: la ADN 

polimerasa I, capaz de catalizar la síntesis de la cadena de ADN nueva y unir los 

nucleótidos  precursores por medio de enlaces fosfodiester 3’ – 5’ requiriendo la 

presencia de una cadena molde o plantilla para poder mantener la secuencia del 

ADN13. 

Por otro lado, el médico científico Harald zur Hausen en 1974 demostró que los 

tipos de VPH difieren en las verrugas plantares y genitales. De igual forma en el año 

1976 presentó las hipótesis sobre el VPH como posible causa de Cáncer de Cuello 

Uterino. Igualmente, el científico Guissmann Lutz en 1980, realizó estudios sobre las 

secuencias de ADN obtenidas de mediante la aplicación de Sondas de Hibridación, 

logrando aislar una diversidad de tipos de Virus del Papiloma14. 

Siguiendo con los descubrimientos sobre VPH y su asociación con cáncer, 

Mahmoudvand et al.15 en 2015 evaluaron la asociación entre la infección por VPH y el 

adenocarcinoma de colon y pólipos adenomatosos encontrando ADN de VPH en 2 

(2,85%) de 70 tejidos de adenocarcinoma colorrectal y en 4 (5,71%) de 70 tejidos de 

pólipos adenomatosos colorrectales. Todos los tejidos colorrectales con características  
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normales fueron negativos para el ADN del VPH siendo VPH16  el genotipo más 

predominante seguido de VPH18. Asimismo, los análisis estadísticos no indicaron 

diferencias significativas en las frecuencias de sujetos positivos para el VPH entre las 

muestras cancerosas y pólipos. 

           Por último, para destacar la importancia de la detección molecular del VPH 

en tejidos provenientes de neoplasias embebidos en parafina, se cita a los autores 

Mahmoodi,  Motamedi,  Seyfi Abad Shapouri et al.4 quienes realizaron la detección y 

tipificación molecular de VPH en muestras de cuello uterino embebido en parafina de 

pacientes con displasia/metaplasia cervical y carcinoma de células escamosas (CCE); 

para ello seleccionaron 72 biopsias archivadas. La detección se realizó por reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente, las cepas de VPH detectadas se 

tipificaron por análisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) 

de los amplificados de PCR. Finalmente se encontró que 60 de las 72 muestras 

disponen de  los requisitos indispensables para la prueba molecular y el ADN del VPH 

se detectó en un 43,3% de estas muestras; la  mayoría de las muestras positivas para 

VPH eran de  mujeres entre 48 a 63 años. Ahora bien, la infección por VPH entre los 

pacientes con CCE fue del 48,78% y en las mujeres con displasia/metaplasia fue del 

26,66%; mientras que el genotipo de mayor predominio fue VPH16  (100%). 

Finalmente los autores concluyeron que conocer el tipo de VPH  es importante y 

determinaron que el dominante y frecuente en la población es el VPH16. Esto permite 

que los futuros programas de detección y tratamiento de esta enfermedad sean más 

efectivos así como las jornadas  de  vacunación contra los tipos prevalentes del virus. 

Mientras tanto, se deben realizar más estudios para determinar los diferentes factores 
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de riesgo involucrados en el desarrollo de la infección, especialmente los relacionados 

con los comportamientos sociales y los tradicionales con respecto a diferentes áreas16. 

 

BASES TEÓRICAS 

 

La molécula de ADN 

 

 Nuestro ADN es una molécula de síntesis biológica, la cual contiene la 

información para poner en funcionamiento la célula, algunos aspectos de su estructura 

ya fueron mencionados; la molécula está conformada por dos cadenas 

complementarias de nucleótidos que van a interactuar para dar origen a una doble 

hélice enrollada sobre un eje imaginario. Las subunidades que conforman la molécula 

de ADN se llaman nucleótidos, cada subunidad está formada por un azúcar tipo 

desoxirribosa, un grupo fosfato y una de las cuatro bases nitrogenadas, Adenina, 

Guanina, Citosina y Timina, estas bases se disponen en una secuencia determinada 

en cada cadena, una complementaria de la otra mediante la formación de puentes de 

hidrógeno entre los pares Adenina-Timina, y Citosina-guanina de la forma 

conformacional molecular posible. El ADN tiene la función primordial de trasmitir la 

información genética de generación en generación, a través de sus genes expresa las 

moléculas proteicas, ribosomales, mensajeras, hormonales y otras necesarias para 

mantener a la célula viva y cumpliendo su función dentro del tejido17.  

Para complementar la información, se menciona que el ADN es una molécula 

ubicua, presente en todos los tipos celulares cuya información genética esté contenida 

en ácido nucleico tipo desorribonucleico, también presente en algunos tipos de virus, 

como el de VPH. Por eso, al realizar métodos de extracción de ADN de tejidos con 
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sospecha de infección por este virus, su ADN también formará parte del ADN total 

extraído, de ahí la importancia de contar con un buen método de extracción17.  

 

Transcripción 

 

Es un proceso del metabolismo del ADN que conlleva a la síntesis de ARN, de 

varios tipos, mensajero, ribosomal y traduccional, la molécula de ADN sirve de platilla 

o molde, para ello las enzimas de ARN polimerasa y ciertos complejos proteicos dirigen 

la desnaturalización del ADN y expones ciertas regiones para ser transcritas; de esta 

forma se produce un ARN monocatenario que cumplirá su función según su secuencia. 

Para el caso de genes que expresan proteínas, al iniciarse su proceso de transcripción 

para sintetizar el ARN mensajero, la ARN polimerasa identifica el gen a transcribir,  se 

une a la hebra de ADN correcta en una secuencia promotora del proceso y va 

dirigiendo la formación de la cadena de ARN en la dirección 5’ a 3’utilizando como 

molde la secuencia de ADN, las subunidades que utiliza también son nucleótidos, con 

un azúcar tipo ribosa y las bases nitrogenadas además de Adenina, Citosina, Guanina 

y Uracilo en vez de Timina. 

Otro aspecto importante del proceso de transcripción es que, al finalizar, la nueva 

molécula de ARN puede o no sufrir modificaciones químicas postranscripcionales, 

dependiendo del tipo celular y de la función de ese ARN18.  

 

Replicación 

 

 Este es un proceso con un nivel de complejidad elevado esto se debe a que se 

necesita diferentes tipos de proteínas dentro de las que se incluye el ADN polimerasa, 
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primasa, helicasa y ligasa. Todas estas proteínas deben trabajar en conjunto con la 

meta de llevar a cabo el proceso, para ello conforman un complejo que además del 

componente proteico contiene el ácido nucleico a ser replicado desde un punto de 

origen específico en el cromosoma. El proceso inicia cuando la doble hélice del ADN 

se desenrolla en ese punto específico llamado ori (origen) este desenrollamiento 

implica rompimiento de los enlaces de hidrógeno, la enzima ADN helicasa introduce 

un corte en la cadena de ADN en una región rica en pares de A-T cuando todos los 

componentes del complejo están en la conformación se inicia la formación de la 

horquilla de replicación la cual va a tener una hebra principal o conductora y una hebra 

rezagada.  Para el inicio del proceso, la enzima ARN primasa inicia la síntesis de 

cebadores cortos de ARN con el objetivo de generar extremos químicos que sirvan de 

partida para que la ADN polimerasa empiece a incorporar nucleótidos, de esta manera 

la enzima puede iniciar la síntesis de la nueva hebra en sentido 5’ 3’, la hebra rezagada 

se sintetiza en fragmentos cortos  llamados   de OKazaki, esto lo va a realizar el 

complejo de replicación en aparente sentido opuesto a la dirección que sigue el 

complejo en la cadena conductora. Al finalizar el proceso, los cebadores de ARN se 

eliminan y son reemplazados por ADN mediante la enzima ADN ligasa, ésta va a unir 

los fragmentos de OKazaki con enlace covalente tipo fosfodiester en los sitios donde 

la cadena se inicia y termina otra, de esta manera se realiza la replicación simultánea 

de las dos cadenas,  obteniendo dos hebras de ADN hijas que son nuevas, una doble 

hélice que va a contener una hebra original y una hebra recién sintetizada. 

Posteriormente al finalizar el proceso, la hebra rezagada sintetizada va a hacer más 

corta con un extremo 3’ libre esto se debe a la incapacidad del ADN primasa para 

agregar un cebador, para complementar, la enzima telomerasa se ubica en estos 
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extremos de los cromosomas agregando nucleótidos y  de esta forma evitar pérdida 

de información genética durante el proceso de replicado, en caso de ausencia de los 

telómeros los cromosomas se acortan durante el proceso y la célula sufriría 

senescencia prematura19,20. 

 Ahora bien, la fragmentación del ADN consiste en un rompimiento de las hebras 

mediante cortes en las dos cadenas, lo que puede afectar la replicación, in vivo e in 

vitro; esta fragmentación se origina por el bloqueo del complejo de replicación en sitios 

donde el ADN tiene enlaces no naturales, esto se induce en presencia de soluciones 

fijadores del tejido tipo formalina, una solución con moléculas de formaldehído con 

elevados niveles de reactividad que afectan las proteínas y  las bases del ADN, como 

resultado se forman aductos en el ADN  es decir entrecruzamientos covalentes entre 

el ADN y las histonas21. 

 

Métodos de Fijación 

 

Los métodos de fijación van a permitir la preservación de tejidos al eliminar el 

exceso de agua, este proceso puede realizarse a través de métodos físico y químicos. 

En el caso de los métodos físicos se utiliza el calor; esto favorece  la aceleración de 

otros procesos de fijación. Por ejemplo, la fijación generando calor  en horno 

Microondas fija el tejido con mayor rapidez. En cuanto a la fijación Química donde se 

utilizan soluciones en estado líquido, es el método más frecuente para el diagnóstico 

histopatológico. Estos se clasifican en Coagulantes y Los No Coagulantes. Los 

Fijadores  Coagulantes alteran las cargas de las proteínas produciendo insolubilidad 

de las  mismas, permitiendo mantener la histomorfología de los tejidos.  Por otro lado, 
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los Fijadores no Coagulantes generan entrecruzamientos con las proteínas y los 

ácidos nucleicos. Así mismo se  caracterizan por tener:   

 Alta efectividad de inserción de diversos tipos de tejidos. 

 Apropiados para los diferentes protocolos de laboratorio. 

 Permiten obtener morfológicamente buenos resultados. 

 Una amplia estabilidad en la vida útil 

 La compatibilidad con los distintos procesadores. 

 La rapidez de fijación. 

 Alta seguridad y accesibilidad22,23. 

 

Virus de Papiloma Humano 

 

En cuanto a la biología del Virus del Papiloma Humano (VPH) se puede 

mencionar que su material genético es ADN circular de doble cadena, con un tamaño 

de unos 8000 pb y está contenido en una envoltura proteica estructurada por 72 

capsómeros con simetría icosaédrica, llamada cápside. El genoma está dividido 

funcionalmente en tres regiones; la región de control, la región temprana y la región 

tardía. La Región de control tiene la finalidad de regular el ciclo de viral y responde a 

señales proteícas tanto celulares como virales. La Región temprana está compuesta 

por los genes (E) que van a codificar las proteínas E1 a la E7 responsables de la 

multiplicación, crecimiento y transformación celular. Por último la región tardía formada 

por los genes L1 y L2 que codifican las proteínas de la cápside viral.  

Por otra parte, cabe destacar, que este virus es epiteliotrófico; es decir, posee la 

capacidad de infectar tejido de mucosa y epitelio24. 
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Clasificación Taxonómica del VPH 

 

Este virus se ha secuenciado y caracterizado en más de 200 tipos virales, en este 

sentido la clasificación taxonómica muestra la relación filogenética en base a las 

diferencias presentes en la secuencia de cierta región del genoma viral. La Familia 

Papillomaviridae posee 16 géneros los cuales se van a clasificar con letras griegas los 

específicos de humano son los siguientes:   

 Alpha Papilomaviridae (α-PV): Desarrollan cambios a nivel del epitelio 

cutáneo, el epitelio mucoso del tracto anogenital y oral produciendo 

verrugas y lesiones neoplásicas. En este grupo encontramos los tipos: 1-

3-5-6-8-10-11-12-13 y 14. 

 Beta Papilomaviridae (β-PV): Son aquellos en la cual generan 

infecciones latentes y que guardan relación clínica con pacientes 

inmunocomprometidos, haciendo referencia a los tipos: 8-20-36 y 38. 

 Gamma Papilomaviridae (γ-PV): Es aquella familia que ocasionan 

papilomas y verrugas cutáneas. Los tipos que conforman este grupo son: 

1-3-8 y 1324. 

Tipos Virales 

 

La infección que ocasionan estos virus es uno de los factores que van a influir 

motivado a su capacidad de estimulación de crecimiento celular descontrolado, esto 

puede relacionarse a formación de tumores en distintos epitelios, en área genital sería 

en ano, vulva, vagina, pene o en cavidad oral25 (ver figura 1).  
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Figura 1. Zonas afectadas por Tumores Malignos. Dentro de estos sitios están: 

pene, vagina, orofaringe, zona colorrectal y anal6. 

 

Hoy en día se han detectado más de 200 genotipos, los mismos se van a dividir 

de acuerdo a su relación con tumores malignos en bajo y alto riesgo oncogénico6,26. 

Bajo Riesgo 

 

Los genotipos de bajo riesgo son aquellos que tienen baja capacidad de causar 

cáncer. Estos son los responsables de generar verrugas benignas, condilomas 

acuminados y papilomatosis laríngea. Los genotipos más frecuentes que forman parte 

de esta división son: 6, 11, 26, 34, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 57, 61, 62, 64, 67, 69, 70, 

71, 72, 73, 81, 83, 84 y 89. En el caso de los tipos 6 y 11 son los más frecuentes en 

lesiones tipo verrugas genitales y anales, por otro lado los condilomas acuminados 

suelen aparecer en los genitales, zona anal y en boca y en cuanto a los papilomatosis 

laríngea que son verrugas que se presentan en la parte superior de la laringe y generan 

dificultad para respirar1. 
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Alto Riesgo 

 

Suelen transmitirse al través del contacto sexual, dentro de los genotipos 

principales y relacionados con cáncer de cuello uterino, se encuentra los siguientes 

subtipos:16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. Es importante señalar 

que los tipos 31, 33, 35 y 39 pueden generar cáncer en otras áreas del cuerpo, estas 

áreas son: vulva, garganta y ano27,28.  

Es importante señalar que el cáncer de cuello uterino es una de principales 

causas de muerte por cáncer de la mujer en el mundo, se desarrolla por la infección 

persistente de tipos de VPH de alto riesgo, dicho virus se adquiere por contacto sexual, 

por lo que se recomienda la detección temprana del mismo, para ello se cuenta con 

métodos de diagnóstico clínico y molecular eficaces26-28. 

 

Métodos de Diagnóstico de infección por VPH 

 

Hoy en día existen múltiples herramientas que están a disposición de los médicos 

especialistas y son implementadas en la actualidad, esto gracias a los esfuerzos de 

grandes científicos lo que ha permitido el avance de los métodos de diagnóstico del 

VPH, dentro de estas herramientas se tienen las siguientes: 

 Citología: Está prueba permite detectar células anormales  que pueden estar 

presente en el cuello uterino 

 Colposcopia: Es un procedimiento que se emplea para identificar células 

anormales, las mismas se pueden encontrar en vulva, vagina o cuello uterino. 
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 Inmunohisquímica: Es una prueba inmuoenzimática, en la cual se utilizan 

anticuerpos como marcadores, anticuerpos que van unidos a la enzima con el objetivo 

de detectar cambios celulares en muestras de tejido mamario, vulvares o de cuellos 

uterino, el resultado de dicha prueba se va a observar por fluorescencia. 

 Para concluir este apartado, estas técnicas de detección han logrado  un 

diagnóstico rápido y exacto de lesiones causadas por VPH pero no lo detecta 

directamente. Ahora bien, existen también técnicas de análisis molecular  que van a  

tener una alta sensibilidad, especificidad y una elevada precisión para la detección de 

este virus dentro ella tenemos: 

 Reacción en Cadena de la Polimerasas (PCR): Permite la amplificación de un 

fragmento de ADN específico el cual luego puede visualizarse e identificarse por otros 

métodos adicionales, como fragmentación con enzimas de restricción y electroforesis.  

 Captura de Híbridos: es una prueba desarrollada por una casa comercial que 

permite la detección del ADN viral mediante la hibridación con sondas de ARN con 

identidad, lo que permite detectar el tipo viral.  

 Southern blot: técnica de la biología molecular que puede complementar la 

identificación de los fragmentos de ADN mediante la utilización de sondas de marcaje.  

 Hibridación in situ, está como la anterior, también permite la identificación de 

fragmentos de ADN con sondas o fragmentos de ADN más pequeños marcados e 

identificados molecularmente1,2,4,5,19,27,29.  
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Importancia de la Detección y Tipificación del VPH 

 

 

 La infección por VPH es una de las enfermedades de transmisión sexual de 

mayor frecuencia a nivel mundial. Ahora bien,  en lo que respecta a las lesiones que 

el virus genera, son asociadas a diferentes tipos de VPH que van a influir en el 

desarrollo de lesiones que van a ir desde Benignas hasta malignas en las cuales las 

lesiones malignas tienen mayor capacidad de progresión y propagación a cáncer de 

cuello uterino. No obstante hay que destacar que no todas las personas infectadas con 

VPH van a desarrollar dichas lesiones. Es por esto que la responsabilidad de 

prevención y protección de la vida sexual es primordial, de igual manera realizarse un 

chequeo anual que permita conocer las condiciones de salud tanto en hombres como 

en mujeres, del mismo modo se cuenta hoy en día con vacunas que se pueden aplicar 

a partir de los 9 años27,28. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

 

 Es una técnica de alta sensibilidad, que se emplea para crear copias de 

fragmentos de ácidos nucléicos, todo esto se da mediante la desnaturalización y 

renaturalización de los segmentos cortos de ácido desoxirribonucléico (ADN) o ácido 

ribonucléico (ARN), implementando una enzima polimerasa Taq. Así mismo, permite 

detectar y examinar segmentos pequeños de ADN, identificar huellas genéticas, 

detectar bacterias o virus, y los diagnósticos de enfermedades genéticas2,6,27.  
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Ventajas de la PCR 

 

 Alta Especificidad 

 Alta Sensibilidad para detectar bajas concentraciones de ADN. 

 

Limitaciones de la PCR 

 

 Agotamiento del Reactivo 

 Los resultados Falsos Positivos debido a materiales contaminados, muestras 

de baja calidad, con ADN degradado27. 

 

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

 

Objetivo General 

 

Comparar la calidad del ADN total extraído de muestras de lesiones en tejidos 

del área genital incluidos en Parafina mediante PCR, para la detección y tipificación de 

VPH. 

Objetivos Específicos 

 

 Introducir variaciones al método de extracción de ADN de muestras de tejido 

incluidas en parafina, considerando parámetros de pureza, integridad y 

funcionalidad de la molécula extraída.  

 Probar la integridad y funcionalidad del ADN extraído de muestras de tejido 

incluidas en parafina mediante la prueba de PCR.  

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial-Compartir Igual 3.0 Venezuela (CC BY - NC - SA 3.0 VE)



35 

 

 Probar la calidad del ADN extraído de muestras de tejido incluidas en 

parafina en cuanto a pureza mediante espectrofotometría. 

 

MARCO METODOLOGICO 

 

Tipo de investigación 

 

La investigación se fundamenta en el descubrimiento y comprensión de cada uno 

de los elementos de la información, de este modo se elabora la propuesta que está 

enmarcada en sus componentes.  Dentro de este contexto la investigación Según 

Jacqueline Hurtado30 la expresa como, un proceso continuo y organizado mediante el 

cual se pretende conocer algún evento (características, proceso, hecho o situación), 

ya sea con el fin de encontrar leyes generales o simplemente con el propósito de 

obtener respuestas particulares a una necesidad o inquietud determinada. Mientras 

tanto, Arias31 hace referencia al tipo de investigación como el Indicador del grado de 

profundidad con que el investigador realiza el estudio. Es por eso que este proyecto 

se clasifica como una Investigación de Tipo Evaluativa/comparativa que según 

Jacqueline Hurtado30 lo expresa como la evaluación de los resultados de uno o más 

programas, que han sido, o están siendo aplicados dentro de un contexto determinado. 

En relación a esto las investigaciones evaluativas son aquellas que requieren un nivel 

de investigación detallado, preciso, exacto y a profundad debido a la naturaleza del 

proceso, con la meta explicar, conocer y comprender las situaciones presentadas y a 

partir de aquí crear nuevos caminos. 
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Diseño de la Investigación 

 

El diseño de la investigación según Hernández Sampieri et al.32 consiste en un 

plan o series de acciones que van estar establecidas para lograr la información 

deseada con la meta de responder a un planteamiento de un problema. Ahora bien, 

Fidias Arias31; lo expresa como las estrategias generales que adopta el investigador 

para responder al problema planteado. Desde esta perspectiva se puede decir que el 

diseño de la investigación es importante porque permite la validez de los resultados, 

por otro lado, son todas las acciones o actividades que se van a plantear con el objetivo 

de buscar la solución al problema planteado, la respuesta a ese problema debe ser 

ordenado, coherente, confiable y preciso. 

El diseño y cada uno de los aspectos involucrados en este proyecto indican que 

la misma corresponde a un Diseño de tipo Experimental porque según Hernández 

Sampieri32; lo explica como: Un conjunto de estudios de alta estructura que van a 

determinar los factores o causas de los eventos o fenómenos presentados. Dicho esto, 

se puede decir que los estudios o diseños experimentales están basados en métodos 

científicos que van a buscar los factores o elementos de un fenómeno presentado, van 

a requerir varias técnicas para recolectar la información desea y por último el análisis 

de los resultados y la conclusión del estudio. 

 

 

Población 

 

En cuanto a esto, Ríos33 expresa que la población, es como el total de casos, 

objeto o grupo de elementos que se van a investigar. Por otro lado, Hernández 
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Sampieri et al.32 lo define cómo el conjunto de todos los casos que concuerdan con 

una serie de especificaciones. En algunos casos la población es tan grande o 

inaccesible que no se puede estudiar toda, entonces el investigador tendrá la 

posibilidad de seleccionar una muestra.  En líneas generales, la población tiene 

elementos con características comunes que son de interés en un estudio determinado 

y que se van a evaluar como grupo de individuos, objetos o eventos, así mismo esa 

población puede ser finita o infinita de acuerdo a los elementos que conforman esa 

población. 

En esta investigación, la población estaría conformada por las muestras de tejido 

embebido en parafina provenientes del área genital de mujeres con edades 

comprendidas entre 20 a 35 años del municipio Libertador del estado Mérida, que 

solicitaron voluntariamente el servicio de diagnóstico molecular del VPH y 

suministraron dichas muestras por instrucción de sus médicos especialistas tratantes. 

 

Muestra 

 

Hernández Sampieri et al.32 expresa que la muestra es un subgrupo de la 

población de interés en la que se van a recolectar los datos adecuados y deberán ser 

representativos de la ´población. Dentro de este contexto el autor hace referencia que 

la muestra debe ser representativa, esto significa que se debe elegir ya que la misma 

refleja las características de la población en estudio, por otra parte, se va a obtener un 

resultado preciso y confiable, para ello se aplican instrumentos adecuados para la 

recolección eficaz. En esta investigación se incluyeron apenas siete bloques de 

parafina con tejido tomado por biopsias de lesiones en el área genital de mujeres que 
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acudieron con su médico especialista encargado de la toma de estas biopsias según 

sus criterios, en este sentido, la población y muestra coinciden debido al limitado 

número de estas que llegan al servicio de diagnóstico molecular del Laboratorio de 

Biología y Medicina Experimental LABIOMEX.  

 

Sistema de Variables 
 

Ríos33 reseña que la Variable es la característica posible de variación manifestada 

de manera cualitativa o cuantitativamente de los grupos, individuos u objetos 

observados estos a su vez pueden adquirir diferentes valores.   Vemos entonces que 

la variable son  todos esos elementos que se pueden medir y  que se pueden describir 

de acuerdo a sus características y  su pueden expresar en cantidades,  abarcando las 

respuesta de la investigación. 

 

Variable Dependiente 

Hernández Sampieri et al.32; la expresa como aquella condición que anteceden y 

al efecto provoca una causa. De igual forma, Ríos33 lo establece como el efecto que 

genera el comportamiento de la variable independiente. Está variable va a permitir 

observar el efecto y manipulación de la variable independiente. En la presente 

investigación, la variable dependiente es la calidad del ADN extraído del tejido 

embebido en parafina y es dicotómica, si tiene calidad, o no tiene calidad para la 

prueba molecular.  
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Variable Independiente 

Hernández Sampieri et al.32 es el conjunto de acciones que se van a considerar 

cómo causa en una relación entre variables. En el caso de Ríos33 la expresa como 

causa del comportamiento o efecto de una o varias variables dependientes. En otros 

términos, la variable independiente va a representar las causas o factores que 

incidieron en resultados obtenidos, por lo cual hace que la variable dependiente 

cambié. En esta investigación la variable independiente es la modificación del método 

de extracción del ADN, y es de tipo dicotómica, porque puede observarse si genera 

ADN de calidad, o no genera ADN de calidad, de acuerdo a la modificación al método 

que se introduzca. 

 

 

Instrumento de recolección de datos 
 

Hernández Sampieri et al. hace referencia al instrumento de recolección de datos 

que consiste en aplicar uno o varios instrumentos de medición con el objetivo de 

recaudar la información necesaria de las distintas variables presentes en la 

investigación32. Para reforzar lo expresado la recolección de los datos debe hacer de 

manera meticulosa y ordenada esto debido a la garantía de los resultados que van a 

hacer relevantes en el estudio de investigación. En esta investigación el instrumento 

de recolección de datos se limita a la toma de nota de los resultados observados en 

un cuaderno o bitácora, que se organizarán en tablas para cada tipo de medida a 

realizar de cada instrumento o método de laboratorio a implementar, el 

espectrofotómetro, el resultado de PCR.  
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Procedimientos de la Investigación 
 

 Para el estudio realizado, durante el período 2018-2019, en el Laboratorio de 

Biología y Medicina Experimental (Labiomex) de la Universidad de Los Andes Mérida, 

Venezuela; se recibieron 16 biopsias incluidas en parafina de muestras del área genital 

de pacientes Femeninos y Masculinos para la detección y tipificación de VPH, de las 

cuales se escogieron 9 (nueve), tomando en cuenta cantidad de tejido embebido para 

poder obtener muestra suficiente para probar las cuatro variaciones al método que se 

describen a continuación.  

 

 

Preparación de las Muestras 

 

 Se cortaron o rallaron los 9 (nueve) bloques de parafina escogidos obteniendo 

de 2mg a 14mg del tejido y se almacenó en tubos de microcentrifugación tipo 

Eppendorf de 1,5 ml. Dichos cortes, fueron sometidos  a cuatro variaciones del proceso 

de desparafinación y luego a extracción del ADN con el método convencional de Fenol-

Cloroformo, aclarando que el Método de Extracción de ADN  de muestras embebidas 

en parafina completo sigue básicamente tres pasos: Desparafinación o remoción de la 

parafina con el alcohol Xileno o Xilol, digestión del tejido por Proteinasa K y purificación 

con Fenol-Cloroformo (Sambrook y Russell, 2001); es decir, en esta investigación se 

probaron cuatro variaciones del primer paso, la desparafinación que se describen a 

continuación. 
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Remoción de parafina con Xilol 

 

 A cada muestra de tejido cortado del bloque de parafina, se agregó 500 ul de 

Xilol y se llevó a 65°C x 30 min en equipo automático Termomix programado con 

agitación leve; a continuación se retiró el Xilol y se procedió al lavado con etanol (500ul-

800ul) realizando de 4 a 6 lavados, con agitación fuerte en equipo Vortex, y se 

centrifugó 5 min en equipo microcentrífuga Eppendorf a alta velocidad. Después del 

último lavado se permitió evaporar el etanol a temperatura ambiente. Al tejido así 

tratado se le añadió 400ul de Buffer de Lisis (TrisHCL; NaCl; EDTA), 100 ul de 

Proteinasa K (10mg/ul) y 40 ul de SDS  al 10%. Se incubó a 65°C durante toda la 

noche, hasta que fue digerido el tejido en su totalidad. Se tomó 300 ul del sobrenadante 

y se llevó a un nuevo tubo; se agregó 200ul de Chelex a 94°C durante 15 min, luego 

se dejó reposar, se centrifugó brevemente para bajar el pellet y se tomó 400 ul del 

sobrenadante para luego precipitar el ADN con 2 volúmenes (Vol.) de etanol al 100%, 

en total, 800ul de etanol y 0.2 Vol  de acetato de amonio (80ul) permitiendo 

precipitación a -20°C toda la noche. Cumplido el tiempo se centrifugó durante 15min a 

máxima velocidad en la microcentrífuga, se descartó el etanol, permitiendo la 

evaporación en equipo Campana de flujo laminar y el precipitado se suspendió en TE 

de 50ul a 100ul y finalmente, se conservó a 4°C hasta su procesamiento. 

 

Remoción de Parafina con Agua calentando en Termomix con agitación. 
 

 Al tejido cortado se le colocó 1000ul de agua estéril y se llevó a 70°C con 

agitación en termomix, 300 rpm por 2min, luego se centrifugó 1 min a 2000rpm en 

microcentrífuga, se procedió a descartar el agua y repetir el proceso, pero a 95ºC. 
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95°C, 300 rpm por 2min; este último proceso se repitió tres veces, con la finalidad de 

eliminar la parafina.  Luego de la última centrifugación, al sedimento se le continuó el 

método de extracción de ADN como se describió en el punto anterior.  

 

Remoción de parafina con Tween 20 calentando en microondas 

 

Al tejido cortado se agregó 200ul de una solución Tween 20 al 0,5%, se agitó 

fuerte o alta velocidad en termomix por 1min. Luego, se procedió a calentar en 

microondas a 600w por 1 min; se centrifugó a 4000 rpm por 30 seg, para después 

enfriar en hielo durante 2 min. Se descartó el agua y disco de parafina formado. Se 

añadió agua nuevamente (1000ul) y se  centrifugó a 4000rpm por 30seg, para después 

descartar el agua.  

A pesar del tratamiento se observó restos de parafina en las muestras, los cuales 

se removieron llevando cada muestra a una cápsula de Petri y lavando con agua 

destilada, se retiró manualmente con ayuda de una pinza estéril. Por último, el tejido 

se transfirió a un tubo nuevo. Luego de éste proceso, al sedimento se procedió a la 

extracción del ADN como se explicó para los dos procesos anteriores.   

 

Remoción de parafina con Tween20 calentando en Termociclador 

 

 

Se añadieron 200ul de Tween 20 al 0,5% a la sección del tejido y se agitó fuerte 

en termomix por 1min. Se calentaron las muestras en termociclador a 90°C por 10min, 

para después dejarse enfriar a temperatura ambiente. Se centrifugó a 4000 rpm por 

30seg. Se descartó el agua y disco de parafina formado. Se llenó con agua limpia 
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(1000ul) y se le aplicó centrífuga a 4000 rpm por 30seg, para después descartar el 

agua. Luego, se removieron los restos de parafina como se explicó para el proceso 

anterior, y se procedió a la extracción del ADN como se explicó para los procesos 

anteriores.  

 

Evaluación de la Calidad del ADN del ADN extraído 
 

El ADN extraído de cada muestra tratada como se explicó fue sometido a 

evaluación mediante medida de la concentración y pureza por espectrofotometría y 

amplificación por PCR en equipo termociclador, como se explica a continuación.  

Concentración del ADN: A las muestras obtenidas se les midió la concentración 

de ADN mediante espectrofotometría midiendo los valores de Densidad Óptica (DO) a 

260 nm y a 280 nm, para obtener una relación de DO que hablaría de la calidad y 

cantidad del ADN obtenido. 

El método utilizado se resume de la siguiente manera: 

1. Para cuantificar correctamente el ADN las muestras deben someterse a 

digestión con una enzima RNasa, que degrada todo el ARN presente para temer un 

estimado correcto. Para ello, se diluyó una alícuota de 10 µL de ADN extraído con 

RNasa purificada con 90 µL de TE (dilución 1/10). Se mezcló suavemente con la 

pipeta. Se esperó que desaparecieran las  burbujas. Como segundo paso  se añadió 

tampón  TE en la celda de referencia para usarlo como blanco. Como tercer paso se 

procedió a medir la absorbancia a tres longitudes de onda, 320 nm, 280 nm y 260 nm. 

4. En el cuarto caso se procedió a calcular los valores de A280 y A260 corregidos 

restando el valor de la absorbancia a 320 nm (A320) de los valores de A280 y A260. Como 
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quinto paso se procedió a calcular la concentración de ADN en ng/µL = A260 corregido 

× 10 (factor de dilución) × 50 (factor de conversión). En el último paso se obtuvo el 

cociente A260/A280 con los valores corregidos. El análisis se realizó por triplicado para 

cada tipo de muestra y los datos fueron recogidos en una tabla que se muestra en 

resultados.  

Ejemplo:  

Supongamos que la absorbancia a 320nm fue A320= 0.025, y la absorbancia a 

280nm fue A280= 0.175, y la absorbancia a 260nm fue A260= 0.295 

La concentración de ADN de la muestra sin diluir será: 

(A260 – A320) × 10 [factor de dilución] × 50 [factor de conversión] 

= (0.295 – 0.025) × 10 × 50 

= 0.270 × 10 × 50 

= 135 ng/μl ó 135 μg/mL 

Para calcular la pureza utilizamos el cociente A260/A280 que corregido será: 

(A260 – A320) ÷ (A280 - A320) 

= (0.296 – 0.025) ÷ (0.175 – 0.025) 

= 0.270 ÷ 0.150 

= 1.80 

Este último valor señala el grado de pureza de la muestra tomando en cuenta 

que el factor de conversión considera que una absorbancia de 1,0 a 260 nm se 

corresponde con una concentración de 50 ng/µL (50 µg/mL) de dsDNA puro. 
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   Amplificación por PCR: El ADN es sometido a esta reacción utilizando los 

siguientes reactivos: Buffer de reacción 1X, Cloruro de Magnesio 5,5 mM, dNTPS 

200uM, 50 picomoles de los Oligonucleótidos  iniciadores: GH20 y PC04 que 

amplifican un fragmento de 268 pares de bases del gen de la Beta globina humana, 

2,5 Unidadesdf (U) de Taq Polimerasa (Invitrogen), Agua (grado molecular) en cantidad  

suficiente para 25 ul de reacción y ADN como blanco de amplificación entre 50 y 100ng.  

Como se mencionó, la reacción de PCR permite obtener un amplificado de la 

región del gen de la Beta globina y se utiliza tradicionalmente para  valorar la calidad 

del ADN extraído, si se obtiene un buen amplificado, entonces se dice que el ADN 

extraído no contiene contaminantes inhibidores de la reacción y no está fragmentado 

o degradado en extremo. Para la detección y Tipificación de ADN de VPH se utilizan 

los mismos reactivos excepto que los oligonucleótidos iniciadores fueron los 

siguientes: MY09 y MY11. 

Electroforesis 

 

Esta técnica consiste en la migración de iones sometidos a un campo eléctrico 

en una matriz de agarosa o poliacrilamida, se utiliza ampliamente para la separación 

analítica de moléculas biológicas como el ADN. La electroforesis en gel, es uno de los 

métodos más poderosos y convenientes para la separación de macromoléculas. Las 

matrices más utilizadas son geles de poliacrilamida y agarosa que forman una malla 

con poros de dimensiones moleculares cuyos tamaños pueden especificarse. En la 

electroforesis en gel de agarosa, las concentraciones del polímero determinan el 

tamaño del poro y la separación de las moléculas viene dada por el peso molecular 

relacionado con el tamaño de estas. En esta investigación se utilizaron geles de 
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agarosa para la separación y visualización de las bandas de ADN obtenidas mediante 

la amplificación por PCR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 La propuesta de este estudio fue comparar variaciones del primer paso del 

método de extracción de ADN de tejidos embebidos en parafina, que se conoce que 

produce ADN en condiciones de fragmentación que no permiten su amplificación por 

PCR; el uso de solventes como el Xilol para la desparafinación de los tejidos puede 
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representar un riesgo a la salud del operador, así mismo, el calentamiento de los tejidos 

y el uso de detergentes pueden introducir agentes que son inhibidores de la PCR. Por 

lo anterior se probaron cuatro modificaciones del paso de desparafinación del tejido, 

la primera es el protocolo clásico de utilización de Xilol, luego se probó el con agua 

caliente, seguidamente se probó con solución de detergente Tween-20 y calentando 

en dos equipos distintos, en microondas y en el termociclador, este último permite 

programar con precisión los tiempos de calentamiento y enfriamiento. Los resultados 

se muestran a continuación.  

 

Resultados de Pureza del ADN por Espectrofotometría 
 

En las siguientes tablas se muestran los resultados de la medición de 

absorbancia por cantidad de tejido cortado en mg, los datos se promediaron para mejor 

visualización. Los tejidos obtenidos por rallado o cortado de los bloques de parafina 

fueron pesados, se utilizaron en total 9 bloques de parafina, de los cuales se obtuvo 

una cantidad de tejido que fue distribuida equitativamente para las cuatro variaciones 

del método. En la siguiente tabla (Tabla 1) se muestran los pesos totales de los tejidos 

embebidos en parafina en miligramos por muestra.  

TABLA 1. Peso en mg de los tejidos con parafina de las muestras del 

estudio. 

Muestra  1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Peso en mg 24,1 18,2 42,1 22,2 25,4 34,3 7,6 8,4 51,8 
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Matheus Peña, G. P y Quintero Vega M (2023) Calidad Del ADN Extraído De 

Biopsias Incluidas En Parafina   Para La Detección/Tipificación De VPH Por PCR. 

Trabajo de Investigación .Universidad   De Los Andes, Mérida 

 

En la tabla 2 se aprecian los resultados de la medición de la pureza del ADN de las 

primeras siete muestras, para las muestras 8 y 9 no se pudo obtener la medición, por 

lo tanto, no se muestran.  

TABLA 2. Absorbancia y pureza del ADN extraído de tejido EFFP con 

Xilol 

Muestra DO 
A260 

DO 
A280 

Concentración  
ng/ul A260 

 

Concentración  
ng/ul A260 

 

Pureza 

1 0,0698 0,0744 174,5 186 0,93,81 

2 0,1388 0,1324 347 331 1,0483 

3 0,1624 0,19 406 475 0,8547 

4 0,1277 0,1427 319,25 356,75 0,8948 

5 0,0952 0,0933 238 233,25 1,02 

6 0,127 0,1298 317,5 324,5 0,9784 

7 0,2097 0,2601 524,25 650,25 0,8062 

promedio 0,1329 0,1461 323,31 352,09 0,9344 

 

Matheus Peña, G. P y Quintero Vega M (2023) Calidad Del ADN Extraído De 

Biopsias Incluidas En Parafina   Para La Detección/Tipificación De VPH Por PCR. 

Trabajo de Investigación .Universidad   De Los Andes, Mérida 
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 Seguidamente, en la tabla 3 se muestran los datos de la medición de 

absorbancia y cálculo de la pureza del ADN obtenido de las muestras bajo estudio.  

TABLA 3. Absorbancia y pureza del ADN extraído de tejido EFFP con 

agua caliente 

Muestra DO 
A260 

DO 
A280 

Concentración  
ng/ul A260 

 

Concentración  
ng/ul A260 

 

Pureza 

1 0,3072 0,3761 768 940,25 0,816 

2 1,1962 1,63 2.990,50 4,075 0,733 

3 0,4586 0,545 1146,5 1362,5 0,841 

4 0,4093 0,4968 1023,25 1242 0,823 

5 0,734 0,7832 1835 1958 0,937 

6 1,0571 1,1313 2642,75 2828,25 0,934 

7 0,7473 0,8654 1868,25 2163,5 0,863 

8 0,6261 0,6469 1565,25 1617,25 0,967 

9 0,9361 0,9674 2340,25 2418,5 0,967 

Promedio 0,7191 0,8269 1797,75 1614,925 0,875666667 

 

Matheus Peña, G. P y Quintero Vega M (2023) Calidad Del ADN Extraído De 

Biopsias Incluidas En Parafina   Para La Detección/Tipificación De VPH Por PCR. 

Trabajo de Investigación .Universidad   De Los Andes, Mérida 

 

En la tabla 4 que se muestra a continuación se presentan los datos respectivos 

de absorbancia y cálculo de pureza para la variación del método utilizando Tween-20 

y calentamiento en microondas. 
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TABLA 4. Absorbancia y pureza del ADN extraído de tejido EFFP con 

Tween/microondas 

Muestra DO 
A260 

DO 
A280 

Concentración  
ng/ul A260 
 

Concentración  
ng/ul A260 
 

Pureza 

1 0,0977 0,1242 244,25 310,5 0,786 

2 0,0709 0,0884 177,25 221 0,802 

3 0,4715 0,5658 1178,75 1414,5 0,8333 

4 0,2802 0,3697 700,5 924,25 0,7579 

5 0,4262 0,5939 1065,5 1484,75 0,7176 

6 0,4253 0,4932 1063,25 1233 0,8623 

7 0,864 0,8543 2160 2135,75 1,011 

8 0,968 0,9516 2422,25 2379 1,0181 

9 1,3416 1,3816 3354 3454 0,971 

Promedio 0,549488 0,60252 1373,9722 1506,3055 0,86213333 

Matheus Peña, G. P y Quintero Vega M (2023) Calidad Del ADN Extraído De 

Biopsias Incluidas En Parafina   Para La Detección/Tipificación De VPH Por PCR. 

Trabajo de Investigación .Universidad   De Los Andes, Mérida 

 

Por último, en la tabla 5 mostrada a continuación, se presentan los datos de 

absorbancia y pureza para la variación tween-20 y calentamiento en termociclador.  

TABLA 5. Absorbancia y pureza del ADN extraído de tejido EFFP con 

Tween/termociclador 

Muestra DO 
A260 

DO 
A280 

Concentración  
ng/ul A260 
 

Concentración  
ng/ul A260 
 

Pureza 
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1 0,2313 0,3512 578,25 878 0,6585 

2 0,1044 0,1359 261 339,75 0,7682 

3 0,1418 0,1694 354,5 423,5 0,837 

4 0,4287 0,4337 1071,75 1084,25 0,9887 

5 0,2987 0,4271 764,75 1067,75 0,6993 

6 0,5098 0,5054 1274,5 1263,5 1,008 

7 0,3102 0,4499 780,5 1124,75 0,6939 

8 0,1122 0,1668 280,5 417 0,6726 

9 0,2908 0,3815 727 953,75 0,7622 

Promedio 0,26976 0,3356 676,9722 839,1388 0,7876 

Matheus Peña, G. P y Quintero Vega M (2023) Calidad Del ADN Extraído De 

Biopsias Incluidas En Parafina   Para La Detección/Tipificación De VPH Por PCR. 

Trabajo de Investigación .Universidad   De Los Andes, Mérida 

 

Calidad del ADN extraído para la PCR-Beta Globina 

 

Para probar la calidad en cuanto a integridad de la molécula, es decir, que no se 

obtenga de forma fragmentada al extraerla del tejido y someterla a amplificación, se 

implementó una PCR para amplificar una fracción del gen de la Beta-globina humana, 

ya que es una prueba de PCR que se utiliza siempre en todos los métodos de 

diagnóstico por PCR en humanos, y si se logra obtener amplificados entonces el ADN 

probado se considera que tiene la calidad suficiente para soportar un proceso de 

Amplificación por PCR.  El protocolo de la PCR se explicó en la sección de 

metodología, y a continuación se presenta la figura 1 donde se muestra el resultado 
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de la amplificación de las siete primeras muestras de ADN obtenidas por la variación 

del método de desparafinación con Xilol.  

 

Figura 2. Electroforesis en Agarosa 1,5% de la PCR-Beta Globina. Muestras 

desparafinadas con Xilol.1-7, 8 control positivo y 9 control negativo. 

 

La PCR Beta globina se repitió dos veces para probar estas primeras muestras 

de ADN obtenidas con Xilol, para visualizar un mejor amplificado con las muestras 

obtenidas mediante las otras variaciones del método se procedió a probar diluciones 

de las muestras 1/10, 1/100 y /1000 para las otras variaciones; los resultados de la 

electroforesis de uno de los geles de agarosa se presentan en la Figura 1 a 

continuación.  
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Figura 3. Electroforesis en Agarosa 1,5% de la PCR-Beta Globina. Muestras 1-9 

desparafinadas con agua caliente y con Tween-20, probando diluciones 1/10, 1/100 

y 1/1000 del ADN obtenido 

 

 

 

Nota: A Con agua caliente: 1-9 dilución 1/10, 10-18 dilución 1/100, 19-27 dilución 

1/1000. B Con Tween20 calentado en Microonda, mismo orden de las muestras que 

en parte A.    

 

DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

 

Pureza del ADN extraído 
 

     De acuerdo a las variaciones en el primer paso del método de extracción de ADN 

de muestras de tejido embebido en parafina se logró determinar que según los datos 

de pureza y rendimiento del ADN la utilización de Xilol para disolver la parafina fue la 

que produjo los mejores resultados. En cuanto a esto, los resultados encontrados 

están de acuerdo con lo citado en la literatura consultada, así, Sarnecka et al.3 y Utako 
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et al.9 utlizaron kits comerciales que incluyen el paso de disolución de parafina con 

Xilol, lograron obtener ADN de calidad para las respectivas PCR que utilizaron, de 

acuerdo a esto, es imprescindible utilizar este reactivo en la extracción del ADN de 

muestras de tejido que hayan sido incluidas en parafina, pues permite la remoción 

completa de esta parafina y que el tejido luego pueda ser digerido por la proteinasa K 

y rinda más cantidad de ADN.  

      En cuanto a los resultados de la PCR, puede decirse que el ADN, aunque se 

obtenga en cantidad puede tener una baja calidad que se refleja en problemas durante 

la amplificación de PCR donde se generan muchos pequeños fragmentos que no son 

lo esperado esto se visualizó mediante la electroforesis en geles de agarosa, los 

barridos o smears observados, indican que el ADN se encontraba degradado. Por su 

parte,  los resultados de la PCR para las muestras extraídas con las otras variaciones 

del método, con agua caliente, con tween-20 calentado mediante microondas o 

termociclador, definitivamente demostraron que no producen amplificados esperados, 

lo que corrobora  que el paso de desparafinación con Xilol es totalmente necesario 

para lograr obtener amplificados, esto estaría indicando que los restos de parafina 

incluidos en el tejido aunque no interfieren mucho con la extracción como tal, si pueden 

ser inhibidores de la reacción de amplificación. 
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CONCLUSIONES 

 

 

1. La calidad del ADN total extraído de muestras de tejidos embebidos en parafina 

puede estar afectada por el mismo proceso de preparación del tejido, lo que afecta 

negativamente la posibilidad de obtener amplificados mediante PCR específicas para 

medir esta calidad.  

 

2. El paso de desparafinación de los tejidos incluidos en parafina es crucial para poder 

obtener ADN que permita su amplificación por PCR, por esto, incluir el Xilol para 

disolver la parafina es la mejor opción.  

 

3. El ADN obtenido de tejido incluido en Parafina puede estar degradado, aun cuando 

se utilice un método de extracción que incluya Xilol para disolver la parafina.  
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RECOMENDACIONES 

 

 

 Recomendar a los profesionales que realizan la inclusión de los tejidos en 

parafina, que recorten el tiempo de exposición a la formalina como fijador para 

poder obtener tejido que contenga ADN de calidad para las pruebas 

moleculares por PCR. 

 

 El método de extracción de ADN de tejidos embebidos en parafina siempre debe 

incluir como paso previo la disolución de la parafina mediante el alcohol Xilol. 
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