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1. RESUMEN

Un adecuado procesamiento histoldgico parte con la fijacion de las muestras en formalina
10% tamponada, que, si bien es ampliamente utilizada por su bajo costo, alta difusion tisular
y compatibilidad con las técnicas histoldgicas, un exceso en el tiempo de fijacion podria ir
en desmedro de las muestras afectando macromoléculas como el ADN, perdiendo la

integridad, y con ello su valor diagndstico.

Si bien el tiempo de fijacion para estudios histolégicos convencionales es conocido, no ocurre
lo mismo cuando se requiere realizar estudios moleculares. Es por ello, que el propdsito de
este estudio experimental fue determinar el tiempo maximo de fijacion de lenguas de rata
Wistar en formalina 10% tamponada, de modo tal que la integridad del ADN permita
amplificar el gen de la citoqueratina 5, obteniéndose que con un tiempo de fijacion de hasta

10 horas, es posible al realizar laamplificacion mediante reaccidn en cadena de la polimerasa.

Palabras Clave

Formalina, ADN, citoqueratina 5, PCR, estabilidad genomica.



2. INTRODUCCION

La biopsia consiste en la extirpacién de un tejido o lesion siendo utilizado con fines
diagndsticos tanto en medicina general como en odontologia. Particularmente, en el area
estomatolégica puede ser de gran ayuda en la diferenciacion de lesiones para dar
posteriormente adecuado tratamiento segun diagnostico, y principalmente sera de gran
utilidad para determinar la presencia de patologias malignas, estableciendo a su vez el

pronostico de dichas enfermedades.

Una adecuada técnica histopatoldgica tiene como objetivo mantener la integridad de las
macromoléculas presentes en la muestra como proteinas y &cidos nucleicos, siendo
importante el estudio de estos Ultimos para el diagndstico molecular de diversas patologias,
como lo es el caso de las citoqueratinas 5/6 (Cks 5/6), proteinas constitutivas del
citoesqueleto celular de tejidos epiteliales orales, faringe y orofaringe. Genéticamente, se ha

descrito el gen para citoqueratina 5 en Rattus norvegicus, pero no para citoqueratina 6.

Existen diversos métodos tanto fisicos como quimicos para la fijacion de biopsias, donde el
fijador comdnmente empleado es la formalina 10% tamponada (FT 10%) por su buen nivel
de penetracion y difusion en tejidos, permitiendo conservar y disminuir los cambios de la
ultraestructura celular (Singhal et al., 2016), sin embargo la utilidad de este puede ser
afectada por un mal manejo, siendo uno de los topicos importantes en la técnica histoldgica
el tiempo maximo en que pueden estar inmersas las muestras en este fluido, donde si bien
las proteinas podrian mantenerse integras en un periodo de mayor exposicion, el acido

desoxirribonucleico (ADN), debido a sus caracteristicas podria verse alterado.

El ADN puede sufrir cambios debido a una excesiva fijacion y la informacion sobre el tiempo
en que puede estar inmersa una muestra en FT 10%, desde la toma del tejido hasta su posterior
procesamiento histologico, es controversial (Engel and Moore, 2011; O’Leary et al, 2009;
Howat and Wilson, 2014; Buesa and Peshkov, 2012). En este sentido, el tiempo de fijacion
es un punto critico que debe ser determinado dado que es muy relevante sobre todo cuando
se trata de biopsias excisionales porque, éstas al ser muestras unicas, pueden perder su valor

diagnostico y con ello la oportunidad de un adecuado tratamiento para el paciente.



El propdsito de este trabajo es determinar el tiempo méximo de fijacion de muestras, desde
su toma hasta el procesamiento histologico, utilizando formalina 10% tamponada,
manteniendo tal grado de estabilidad gendmica que permita amplificar el gen de la

citogueratina 5 en lenguas de rata Wistar mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR).



3. MARCO TEORICO

3.1 Biopsia

La biopsia consiste en la extirpacion de tejido en un organismo Vvivo para su posterior examen
a nivel microscépico y con ello la obtencidn de un diagndstico histopatolégico, siendo el
método estdndar para la deteccion morfoldgica de patologias tanto benignas como malignas.
Se solicita como examen complementario, dada la alta fidelidad de su resultado (Silva et al.,
2014).

En la préctica podria ocurrir que no exista concordancia entre lo observado clinicamente y el
desarrollo a nivel histoldgico de determinada patologia, obteniéndose falsos negativos por la
posible confusion entre lesiones benignas y malignas. Es en dichos casos donde se requiere
un analisis en profundidad de las muestras, estudiando en ocasiones las macromoléculas
presentes como los son las proteinas y &cidos nucleicos. Por lo anterior, la biopsia es el
principal procedimiento para confirmacion diagndstica en la actualidad (Napier et al., 2010).

Dentro de las biopsias quirargicas podrian reconocerse dos tipos, las excisionales, donde hay
una extirpacion total de la lesion incluyendo un margen de tejido sano, y las incisionales,
biopsias en la que se extrae la zona mas representativa de la lesion (Seoane et al., 2008).

Una vez obtenida la muestra, para su posterior analisis, se utilizan fijadores con el objetivo
de mantener caracteristicas estructurales y moleculares lo mas parecidas posibles a su
condicidn in vivo, conservando la microanatomia aparente del tejido (Martinez et al., 2008).

3.2 Fijacion

La fijacion es un proceso en el que es tratado el tejido en estudio mediante sustancias
quimicas, en el cual se retardan las alteraciones asociados a muerte celular, conservando su
configuracién original y logrando a su vez estabilizacion de las macromoléculas celulares

(Gartner, Hiatt 2002). En cuanto a los agentes fijadores, estos podrian clasificarse segun su
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naturaleza en fisicos y quimicos, siendo el segundo grupo, los méas utilizados. Existen
fijadores fisicos como calor himedo, calor seco, frio y liofilizacion, mientras que dentro de
los fijadores quimicos hay una gran variedad destacando los fijadores a base de cloruro de
mercurio, como es el Cloruro de paramalinaa- mercurio Il (B5) y el liquido de Zenker, de
utilidad en la fijacion de organos linfoide y hematopoyeéticos; liquido de Bouin, utilizado
principalmente para estudios que requieran tinciones tricromicas, ademas de usarse en
estudios de organos linfoides y neuronales; etanol y acetona, utilizados en estudios
citoldgicos, y solucion de Carnoy, regularmente para estudios de acidos nucleicos e hidratos

de carbono.

El mecanismo de accidn de los fijadores quimicos esta en la creacion de puentes quimicos
entre moléculas del tejido evitando consigo su degradacién y permitiendo estabilizar su
microestructura y ultraestructura. Las muestras histoldgicas son fijadas mediante inmersion
respetandose para ello diversas consideraciones, enumeradas a continuacion (Morel et al.,
2000):

1.- El pH del fijador debe ser préximo al pH neutral (6,8-7,2).

2.- El tiempo de fijacion depende de cada tipo de fijador.

3.- El volumen recomendado del fijador es 20 veces superior al volumen de la muestra.
4.- La osmolaridad del tejido y de la solucién deben ser equilibradas.

5.- El tamafio de la muestra no debe ser superior a 5 cm (Grizzle 2009).

Ademas de las consideraciones anteriores, al momento de una fijacién histoldgica es
necesario tener en conocimiento la capacidad de penetracion del agente fijador y la
temperatura, siendo esta Ultima junto con el tiempo, las variables principales en la fijacion
de muestras para el estudio histopatoldgico (Engel, Moore 2011). Otro punto a considerar es
el volumen de inmersion el cual es aceptable en proporciones mayores a 1:10 en muestras

con espesores de hasta 3 cm (Buesa, Peshkov 2012).

Es aqui donde encontramos la formalina 10% tamponada (FT 10%) como el fijador quimico

de tejidos mas empleado en histopatologia.



3.3 Formalina 10%

Se Ilama formalina a la disolucion de formaldehido en agua en una concentracion que oscila
entre el 37 y el 40%, que puede contener hasta un 15% de metanol. El formaldehido a
temperatura ambiente se presenta como un gas incoloro, inflamable y explosivo. Es utilizado
normalmente en solucion acuosa y asi puede ser usado en la fijacion de tejidos, debe estar
previamente tamponado con fosfato sddico monobasico (NaH2PO4) y dibasico (NazHPO4) a

un pH fisiolégico.

La formalina se presenta comercialmente a una concentracion del 40%, y segun la necesidad
debe ser diluida en una solucion tampon para obtener la formalina 10% tamponada. Este
fijador presenta alta compatibilidad con las técnicas histoldgicas y destaca por su capacidad
para desinfectar los tejidos, presentar rapida penetracion y ser un fijador de bajo costo, por

lo cual es ampliamente usado en la préactica habitual (Lacave, Garcia 2012).

Se considera un fijador reticulante, por su capacidad de formar puentes metileno (=CH>)
(figura 1) con diversas cadenas de aminoacidos, especificamente entre los grupos amino
libres. Las principales reticulaciones se producen entre el aminoacido lisina y la formalina.
Son justamente estos puentes moleculares formados entre el agente fijador y los aminoacidos,
quienes impiden los procesos autoliticos de la muerte celular, deteniendo el metabolismo y

evitando la colonizaciéon microbiana.



Proteina— H + HCHO — Proteina- HCHO
_+_
Proteina - HCHO

|

Proteina

|
H,0 + H—cl:—H

Proteina

Figura 1. Formacion de puentes metileno entre proteinas y formalina.

3.4 Formalina 10% tamponada y su interaccion con macromoléculas

Si bien la formalina estabiliza estructuralmente los tejidos, puede producir cambios quimicos
determinados por la ubicacion de las moléculas en una célula o bien por la biologia de la
misma, donde una inadecuada utilizacion de este fijador puede ir en desmedro de la
integridad de macromoléculas como proteinas o de acidos nucleicos como el ARN y ADN.
Alguna de las causas de la degradacion del material nuclear es la reticulacion con las histonas
circundantes, y su capacidad de reaccionar con nucleétidos (Howat, Wilson 2014). Esto
ultimo ocurre como resultado de la ruptura de puentes de hidrégenos y desestabilizacion de

las bases nitrogenadas, creando sitios para la interaccion quimica.

Un correcto procesamiento de la muestra, con conocimiento sobre los tiempos adecuados
para fijacién y la posterior inclusion del tejido en parafina, permite que se conserve en el
tiempo de tal forma, que tanto las proteinas y los acidos nucleicos, podrian ser analizados
con diversas técnicas incluso después de largos periodos de almacenamiento. Por el contrario,
un inadecuado procesamiento podria darse por una deficiente fijacion o por un exceso de

esta.
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En cuanto al empleo de la formalina 10% tamponada, en la practica los tejidos se fijan con
regularidad durante 24 a 48 horas (Nam et al, 2014; Srinivasan et al, 2002), sin embargo,

diversos autores han propuesto diferentes tiempos para una idénea fijacion.

Srinivasan et al, (2002), como medida para la conservacion de acidos nucleicos, plantea un
tiempo de fijacion de 3 a 6 horas, agregando ademas que un tiempo de fijacion méas extenso
no afectaria la histopatologia. Por su parte Nam et al, (2014), propone una fijacion en
formalina de 24 horas, lo que permitiria reproducibilidad del ADN para un acertado
diagndstico molecular. Este tiempo también es sugerido por Singhal et al, (2016), mediante
un estudio en lenguas de cabras para evaluar el seccionamiento y tincion del tejido,
ocurriendo lo mismo con Howat and Wilson, (2014), que utilizaron este rango de tiempo de
fijaciobn en muestras de ratones BALB/c, para hacer una comparacion entre métodos
fijadores. Por otro lado, Grizzle, (2009) y Atanesyan et al, (2017), mencionan una fijacion
de 12 a 24 horas, mientras que Gunn et al, (2018), indica un intervalo méas amplio de 6 a 72

horas para una mejor calidad del ADN.

De lo anterior se desprende que, si bien se han hecho estudios con formalina 10% tamponada,
en la actualidad no existe un consenso en cuanto al tiempo de fijacion 6ptimo que permita la
conservacion e integridad de cadenas de ADN, que facilite su posterior analisis mediante
métodos como electroforesis, espectrometria de masas y reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (Patel et al, 2016).

3.5 Citoqueratinas 5 como marcador epitelial

Las citoqueratinas (CKs) son proteinas constitutivas del citoesqueleto celular cuya principal
funcién es proteger a las células epiteliales del estrés mecanico, por lo que mantienen la
estabilidad celular (Martinez, Martinez 2010). Al ser parte del citoesqueleto, son unas de las
ultimas estructuras que se afectan en deformaciones completas del tejido, por lo que se usan

como marcadores de estadios de cancer (Vasca et al., 2014).
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La citogueratina 5 (CK 5), se caracteriza por tener un peso molecular de 58 kDa, y se
encuentra en el epitelio escamoso estratificado, en la capa basal, intermedia y en las células
superficiales, ademas de estar presente en el epitelio de transicion, mesotelio y epitelios
complejos. Se encuentra asociada a otra proteina del citoesqueleto, citoqueratina 6 (CK 6),
la cual tiene un peso molecular de 56 kDa, y se encuentra principalmente en epitelio
escamoso (Chen et al., 2011; Vasca et al., 2014). Ambas CKs se encuentran en epitelio
ortoqueratinizado, como lo es el epitelio gingival de raton y con CKs similares al tejido
humano. Genéticamente estdn determinadas por genes independientes, el gen para
citoqueratina 6 no ha sido descrito para rata Wistar (Rattus norvegicus), pero para
citoqueratina 5 se ha descrito que esta presente en el cromosoma 7, es un gen que posee 8
exones y su ubicacion exacta es 7936 en genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/369017). Por su estabilidad estos, siguen siendo los

mejores marcadores para diferenciar epitelios en cavidad oral (Montenegro et al., 1998).

Otra utilidad de las CKs, es la identificacion de tipos moleculares de cancer, como por
ejemplo en el carcinoma escamocelular, que independiente de su origen, se caracteriza por
la expresion de CKs en el epitelio estratificado (CK 5, CK 14 y CK 17) y la sobreexpresion
de CK 6 y CK 16 en estratos de hiperproliferacion celular.

3.6 Procesamiento histologico

El procesamiento histolégico son el conjunto de pasos a seguir para preparar la muestra y
obtener cortes histoldgicos que puedan ser observados mediante microscopia Optica, proceso
que podria demorar en promedio entre 24 y 48 horas, posterior a la obtencion de la muestra

y la fijacion de esta.
Este procedimiento debe seguir un orden secuencial, descrito en los siguientes pasos;

Deshidratacion: consiste en la aplicacion de alcohol etilico en concentraciones crecientes
hasta alcanzar el alcohol absoluto, con el objetivo de eliminar el agua de los tejidos. Es
imperante que las concentraciones sean crecientes, dado que la inmersion abrupta en alcohol

produce la deformacion del tejido.
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Aclaramiento: proceso en el cual se ubica la muestra en un medio miscible con la parafina,
uséandose normalmente xilol o xileno, que reemplaza el etanol de las muestras previamente
deshidratas. Esta etapa recibe este nombre dado que el xilol, torna las muestras claras o

transparentes.

Inclusion: ubicacion de la muestra de tejido en un bloque de parafina, procedimiento
auxiliado con barras de Leuckart, en la cuales se vierte parafina fundida a 60 °C, infiltrandose
ésta en los espacios que ocupaba el agua al inicio del procesamiento, permitiendo asi la
obtencidn de bloques sélidos denominados tacos, lo que permite tener soporte de una dureza

tal que permite su rebanamiento o corte.

Corte o0 seccidn: consiste en la obtencion de cortes lo suficientemente delgados (4 — 5 um)
que permitan el paso de la luz. Este procedimiento se realiza con un micrétomo, que permita

regular el tamafio del corte deseado, segun requerimientos.

3.7 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de las muestras previamente emparafinadas, tiene numerosas
finalidades como lo es el diagnostico a partir de estudios moleculares de distintas
enfermedades, siendo de gran importancia al estudiar la patogénesis del cancer (Dedhia et al,
2007). La cantidad y calidad de ADN aislado puede variar de acuerdo al tejido y del
procedimiento utilizado para su extraccion (Gielda and Rigg, 2017).

Como se mencioné con anterioridad, la formalina incurre en la formacion de enlaces
cruzados entre acidos nucleicos y proteinas, que, sumado a factores previos a la fijacién como
el tipo y cantidad de tejido, ademas del grado de autolisis y factores posteriores a la fijacion
como la temperatura y duracién del almacenamiento (Gilbert et al, 2007), conducen a una
inminente degradacion del ADN. Por esta razon, mediante protocolos de extraccion estandar
se obtiene un ADN fragmentado, que suele poseer entre 50 y 300 pares de bases (pb) de
longitud, dificultando con ello la amplificacion del ADN de alto peso molecular, necesario
para estudios genotipicos y de mutaciones (Bonin et al, 2003; Dedhia et al, 2007; Gielda and
Rigg, 2017; Okello et al, 2010).
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La extraccion y purificacion de &cidos nucleicos consiste en aislar una gran cantidad de
moléculas y separarlas de todas las deméas presentes en las células (Watson et al, 2006).
Existe gran variedad de técnicas para desarrollar este procedimiento, pero la utilizacion de
una u otra dependera del tipo de acido nucleico a aislar (ADN genomico, ARN total, ARN
mensajero, etc.), del origen del ADN (tejidos frescos, emparafinados, congelados, etc.) y de

la utilizacion del material genético extraido.

Muy utilizados para el aislamiento de &cidos nucleicos, son los kits comerciales de
extraccion, teniendo mejores propiedades en relacion a métodos convencionales (Gilbert et
al, 2007), ofreciendo una serie de protocolos para el aislamiento de ADN en diferentes

tejidos, lo que facilita y vuelve mas eficaz el proceso de extraccion genémica.

Sea cual sea el método utilizado, la extraccion de ADN gendmico la podemos dividir en 5

pasos de manera general, mencionados a continuacion:
1. Ruptura de las células
Destacan en lo métodos de lisis celular;

- Detergentes: utilizados con el fin de provocar ruptura de la membrana celular y favorecer
la extraccion de ADN de parasitos, células en cultivo y tejidos. Los mas utilizados son el
dodecil sulfato de sodio (SDS), nonidet-P40 (NP40) y sarkosil.

- Enzimas: se usan bastante en la extraccion de ADN bacteriano y plasmidico. La enzima
mas utilizada es la lisozima, dado su mecanismo de accion donde desestabiliza la pared

celular.

- Agentes desnaturantes: su mecanismo de accion es cambiar la estructura base de proteinas
y acidos nucleicos. Pueden ser usados en distintos tejidos y tipos celulares. Uno de los mas

conocidos es el cloruro de guanidina (Puerta and Urefia, 2005).
2. Eliminacion de proteinas

Para esto se utilizan enzimas proteoliticas como la proteinasa K, donde se adiciona a este
proceso enzimatico el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) para inhibir la accion de las
ADNasas (Puerta and Urefia, 2005).
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3. Eliminacion de ARN

Se busca eliminar el ARN presente a partir de enzimas ARNasas, como por ejemplo la

ribonucleasa A de pancreas de bovino (Zavala, 2005).
4. Extraccion de proteinas

Para la eliminacion de proteinas se utilizan solventes organicos como el fenol, cuyo
mecanismo de accion es la desnaturalizacién, ubicandose estas en la interfase, mientras que

el ADN se ubica en la fase acuosa (Puerta and Urefia, 2005).
5. Precipitacion del ADN

Para obtener el ADN concentrado se utilizan una serie de sales tales como; acetato de sodio,
acetato de potasio, acetato de amonio y cloruro de litio, entre otras. Posterior a ello el ADN
debe ser precipitado con etanol absoluto, compuesto que luego serd eliminado mediante
incubacion. Finalmente, la muestra es rehidratada en el amortiguador adecuado para ser
cuantificado (Zavala, 2005).

3.8 Relacion A260 / A280

Las biopsias contienen un gran nimero de proteinas que exceden en cantidad a los acidos
nucleicos (Held, 2001). Es por esto que, para estimar la concentracion y pureza del ADN, se
utilizan métodos como la espectrofotometria UV, debido a su sencillez y confiabilidad
(Schipor et al, 2016). Para dicho método se utiliza un equipo llamado espectrofotometro que
trabaja a diversas longitudes de ondas, por ejemplo la mayoria de las proteinas presentan
absorcién a 280 nm, mientras que las bases nitrogenadas del ADN, absorben luz UV a una
longitud de onda de 260 nm (Leonard, 2016).

Es asi como a esta longitud de onda una disolucién con una concentracién de 1 pg / ml
presenta una absorbancia de 50 unidades de absorbancia (UA) o unidades Opticas (mide la
absorcion de un elemento optico por unidad de distancia) en ADN bicatenario. Por lo tanto,
la cantidad absoluta de una muestra se puede determinar mediante la siguiente ecuacién
(Jiménez, 2003).
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ADN ng /ul = absorbancia 260 nm x factor dilucion x 50 ng /ml

Para determinar la pureza del ADN se establece la relacion A260 / A280 dada por la siguiente

férmula;

Pureza ADN = absorbancia 260 nm / absorbancia 280 nm

Donde una relacion entre 1,8 y 2 indica la presencia de ADN puro. Cocientes menores a 1,8
indican la presencia de contaminantes, en su mayoria proteinas. Mientras que cocientes
mayores a este rango indicarian que la muestra puede estar contaminada con cloroformo,

fenol u otros contaminantes (Fonseca et al, 2010).

3.9 Electroforesis

La electroforesis es uno de los métodos mas utilizados para separar, identificar y purificar
fragmentos de ADN (Puerta and Urefia, 2005), asi como también mezclas complejas de
proteinas y otras biomoléculas. La técnica consiste en la separacion de moléculas sometidas
en un campo eléctrico a través de una matriz porosa compuesta por polimeros, donde su
migracion depende de la forma, tamafio, carga y composicién quimica. En el caso del ADN,
que posee carga negativa por la presencia de grupos fosfatos, migran en la camara

electroforética desde el polo negativo hacia el positivo (Alberts et al, 2007).

Este movimiento de moléculas es representado por la siguiente ecuacion (Segal and Ortega,

2005).
Eq

1‘: —_—

/
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Donde, E = campo eléctrico en volts / cm, q = carga neta de la molécula y f = coeficiente de
friccién (depende de la masa y de la forma de la molécula) v = Velocidad de migracion de la

molécula.

Al migrar las moléculas en la cAmara electroforética se generan bandas, donde cada una
corresponde a ADN de tamafio especifico, el cual se determina comparando el gel con un
marcador de peso molecular que contiene fragmentos de ADN de tamafio conocido. Por lo
tanto, el tamafio de un fragmento se establece por la distancia de migracidn que presenta en

relacién a los fragmentos del estandar utilizado (Zavala, 2005).

Las bandas de ADN que se generan en el gel de agarosa son invisibles, por lo que deben ser
observadas mediante tincion con sustancias que se intercalan en el ADN y fluorecen bajo luz
ultravioleta (Alberts et al, 2007).

La migracion de los fragmentos de ADN en gel de agarosa depende de varios parametros:

1. El tamafio del fragmento: las moléculas de ADN migran en el gel de manera inversamente
proporcional al log 10 de sus pesos moleculares, por lo tanto, a menor tamario del fragmento,

mayor es su velocidad de migracion (Puerta and Urefia, 2005).

2. La concentracidn de la agarosa: la concentracién de agarosa determina el tamafio del poro
del soporte y mientras mas pequefio es este, las moléculas que se resuelven mejor son las de

menor tamafo (Lee et al, 2012).

3. La corriente aplicada: a voltajes bajos, el movimiento de las moléculas lineales de ADN
es proporcional al voltaje aplicado. Pero si la fuerza del campo es elevada, la migracion de
los fragmentos con mayor peso molecular se ve incrementada. Para una adecuada resolucion

de los fragmentos, la corriente aplicada no debe exceder de 5V / cm (Zavala, 2005).

4. El amortiguador utilizado: el movimiento del ADN se ve influenciado por la composicion
y fuerza ionica del amortiguador, por ende, el procedimiento se debe realizar con una fuerza
ionica suficiente para lograr la conductancia eléctrica, sin provocar la desnaturacion del ADN
(Puerta and Urefia, 2005).
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3.10 Diagnostico molecular

Uno de los grandes desafios medicos en la actualidad es predecir el riesgo de padecer
patologias en determinados individuos (Courchoud and Pérez, 2016), es aqui en donde
aparece el diagnostico molecular, que constituyen técnicas de biologia molecular en
beneficio de la salud humana, que van detectando y/o cuantificando secuencias genéticas

especificas de ADN, acido ribonucleico (ARN) o proteinas.

Su aplicacién se ha enfocado en enfermedades infecciosas, oncoldgicas y genéticas
(Corvalan et al, 2003).

Existen ciertas moléculas presentes en un individuo que podrian ser determinantes
de padecimientos presentes o futuros de alguna enfermedad, desprendiéndose el término
“biomarcador” o “marcador bioldgico”, refiriéndose a un estado de salud observada fuera del
paciente, en una muestra, que se puede medir de forma precisa y reproducible (Strimbu and
Tavel, 2010).

A su vez, el Instituto Nacional de Salud (por sus siglas en ingles, NIH), definié biomarcador
como “una caracteristica que se mide objetivamente y se evala como un indicador de
procesos bioldgicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una
intervencion terapéutica”. Los biomarcadores poseen variaciones genéticas de las proteinas
y diferencias en la expresién metabodlica de los diversos fluidos corporales, células o tejidos
(Glnther et al, 2015), donde las pruebas de diagnostico molecular detectan secuencias
especificas en el ADN o ARN que pueden o no estar asociados con la enfermedad (Firdos,
2014).

Estos los podemos clasificar en dos tipos: en una etapa previa se pueden reconocer
biomarcadores de exposicion, Gtiles en la prediccion del riesgo, y por otro lado estan
biomarcadores de la enfermedad, que se utilizan en la deteccion, diagndstico y monitoreo de
la progresion de esta, una vez instaurada, siendo ambos de gran utilidad para la deteccion

temprana de algin padecimiento.

18



En odontologia, este tipo de técnicas pueden ser utilizadas para estudios de
canceres relacionados con el tabaquismo, ya que el ADN de células bucales podria actuar
como biomarcador de riesgo por la exposicion al humo del cigarrillo (Cao et al, 2003).
Incluso, gracias a su alta sensibilidad y especificidad se pueden diagnosticar otras patologias
orales de mayor recurrencia como son las viricas o bien, enfermedades micdticas tan
frecuentes como la candidiasis (Corvalan et al, 2003; Mahaisavariya et al, 2005). Sin
embargo, dado los tiempos criticos de manejo, la necesidad de almacenaje y los altos costos,

en muchas ocasiones no son el método de estudio a eleccion (Mayeux, 2004).

Ante lo Gltimo su utilidad radica en diagndésticos tempranos, especialmente en el virus del
papiloma humano que, si bien a nivel oral puede generar lesiones detectables por sus
caracteristicas morfologicas, estas se presentan regularmente en estados tardios y cuando las
condiciones ambientales e inmunoldgicas lo permiten (Melo et al, 2005). Es decir, con
normalidad los virus se encuentran silentes, por lo que las pruebas moleculares no s6lo son
de utilidad en la deteccion del virus, sino que también en la tipificacion del mismo, ayudando
de esta forma a hacer un seguimiento del individuo portador, para una adecuada prevencion,
control de factores de riesgo y de ser necesario, dar tratamiento oportuno una vez expresado
el virus (Suarez et al, 2006).

Bajo la misma premisa, se puede hacer diagnostico molecular en oncologia, donde los
métodos habituales de diagndstico suelen ser herramientas tardias, y para esto, los mejores
biomarcadores son los &cidos nucleicos, dado que aportaran informacién especifica sobre los

cambios celulares 0 morfoldgicos a los que podria verse sometido un tejido.

Ningun estudio molecular puede ser llevado a cabo con inadecuado manejo de las biopsias,
y es ahi donde radica la importancia de un procesamiento histolégico meticuloso, donde se
respeten por ejemplo los tiempos de fijacion. Para evaluar la integridad de este recurso
molecular tan importante como lo es el ADN, pueden utilizarse métodos de laboratorio como
lo esel PCR.

De forma general, esta técnica permite la amplificacion de una regién especifica de ADN
utilizando partidores o secuencias de ADN que delimitan la zona de amplificacion. A partir
de una copia de la regioén a amplificar se obtienen millones de copias, lo que permite su

deteccidn y de esta forma se evidencia la presencia de la region de ADN en una muestra
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determinada. Dada la naturaleza de la técnica, la alta especificidad de la PCR viene dada por
la hibridacion de los partidores complementarios a la secuencia blanco y su elevada

sensibilidad a la baja cantidad de ADN que requiere para iniciar la amplificacion.

3.11 Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica determinada hebra de ADN millones de veces durante varios ciclos, obteniéndose
una copia fiel de la secuencia elegida. Para dicha accion, se aprovecha la actividad enzimética
del ADN polimerasa (Taq ADN polimerasa), que tiene naturalmente la capacidad de sintesis
de ADN.

Para guiar la PCR, son necesarios los denominados cebadores o primers, que son secuencias
de oligonucledtidos que delimitan la secuencia que se planea amplificar y son
complementarios a ésta. EI tamafio oscila entre 15-25 pares de bases (pb) y como requisito,
la cantidad de puentes G-C no debiese superar el 55% de bases del total de la secuencia. Se
han de necesitar dos tipos de cebadores para guiar a la PCR, uno denominada «forward» o
sentido y otro «reverse» 0 antisentido; ambas deben estar disefiadas para que hibriden con el
templado (ADN molde) y las cadenas de &cido nucleico puedan ser extendidas y amplificadas

por la Taq polimerasa en direccion 5°-3" (Tamay de Dios et al, 2013).
La reaccidn se divide en 3 etapas:

Desnaturalizacion; para esto, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una
temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo dependera de los tipos de pares de
bases presentes, por ejemplo, ante una gran cantidad de bases G-C, serd necesario mas tiempo
para romper sus uniones debido al apareamiento de estas bases mediante tres enlaces del tipo
puente hidrégeno, a diferencia de las bases A-T que poseen solo dos. Cuando termina esta
etapa tendremos las cadenas separadas que serviran como templado para el siguiente paso.
Cabe destacar que, la Tag ADN polimerasa se considera una enzima termoestable por su

capacidad para mantener su funcionalidad a temperaturas altas.
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Hibridacion; en esta etapa, los cebadores se alinean al extremo 3’ del templado previamente
separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para obtener el complejo templado-
cebadores, es importante que la temperatura de hibridacion o temperatura melting (Tm) sea

la 6ptima; ésta generalmente oscila entre 50-60 °C.

Extension; en esta etapa, la Taq polimerasa actla sobre el complejo templado-primers y
empieza su funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s (nucleo6tidos)
complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extension de las cadenas es
en direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5* a 3’. La temperatura Optima para la
reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional, considerandose por

ello una enzima termoestable.

Finalizado el ciclo, se habran formado los amplicones, nombre dado a las nuevas secuencias
amplificadas de ADN, con una longitud determinada por el nimero total de pares de bases,

nmero conocido previamente por quien realiza el estudio.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el rango de tiempo maximo de fijacion en formalina 10% tamponada para amplificar
el gen de la citoqueratina 5 en lenguas de rata Wistar mediante reaccion en cadena de

polimerasa?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Establecer el tiempo méaximo de fijacion con formalina 10% tamponada para la amplificacion
del gen de citoqueratina 5 en lenguas de rata Wistar (Rattus norvegicus) mediante reaccion

en cadena de polimerasa.

5.2 Objetivos Especificos

e Evaluar integridad de los amplicones de citoqueratina 5 en lenguas de rata Wistar,
obtenidos mediante reaccion en cadena de la polimerasa, usando para ello
electroforesis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestras

Se utilizaron un total de 10 muestras correspondientes a lenguas de rata Wistar (Rattus
norvegicus).El material de estudio fue parte del proyecto “Crema nanocicatrizante —
Nanoderm” (Proyecto COPEC-UC) dirigido por el Dr. Luis Guzméan, el cual fue aprobado
por el Comité Institucional de Etica Cuidado y Uso de Animales de laboratorio (CIECUAL)
de la Universidad de Talca (Folio 2017-12-B) (Anexo 1).

6.2 Disefio experimental

Las muestras fueron fijadas en FT 10% a tiempos variables (Cuadro 1). Posterior a la fijacion
de cada muestra, se realizé el procesamiento histolégico en el STP 120 Spin Tissue Processor
(Thermo scientific, Walldorf, Alemania) siguiendo el correspondiente protocolo;
deshidratacion de muestras en alcohol en forma ascendente, aclaramiento en xileno e
inclusion en parafina histolégica. Dicho procedimiento fue realizado en el laboratorio de
Patologia Oral de la Universidad de Talca en el afio 2018.
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CUADRO 1: TIEMPOS DE FIJACION EN FORMALINA 10% TAMPONADA DE
MUESTRAS DE LENGUA DE RATA WISTAR.

Muestra Tiempo de Tiempo de
fijacion (horas) fijacion (dias)

1 7 horas

2 10 horas

3 12 horas

4 24 horas 1 dia
5 48 horas 2 dias
6 72 horas 3 dias
7 96 horas 4 dias
8 120 horas 5 dias
9 144 horas 6 dias
10 168 horas 7 dias

6.3 Extraccion ADN

Una vez seleccionados los blogues de parafina, se realizé la extraccion de DNA mediante
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, USA) siguiendo el protocolo

del fabricante con algunas modificaciones.

1) Por cada muestra se cortaron en el microtomo las 3 primeras secciones de 5 um que estan

en contacto con el ambiente, y fueron descartadas.

25



2) Se cortaron 120 secciones de 10 um de espesor para la obtencion de ADN.

3) Las secciones obtenidas fueron depositadas en un microtubo de 1,5 ml y posteriormente

se afiadio 1 ml de xileno a la muestra. Se cerrd y agito en el vortex durante 15 segundos.
4) Se centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min a 20 °C.

5) Cuidadosamente y mediante pipeteado se quitd el sobrenadante (sin quitar ninguno de los

precipitados).

6) Se repitieron los pasos 3, 4 y 5 respectivamente, dos veces mas hasta completar 3 lavados

con xileno.

7) Luego se afiadid 1 ml de etanol absoluto (100%) al precipitado, y se mezclo en vortex 15

segundos.
8) Se centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min a 20 °C.

9) Cuidadosamente y mediante pipeteado se quitd el sobrenadante (sin quitar ninguno de los

precipitados).
10) Se abrio el tubo y se incubd a 37 °C durante 20 minutos para evaporar el etanol residual.

12) Se adicion6 600 pL de solucion de lisis nuclear (kit) y se homogeneizo en vortex por 15

segundos.

13) Se incub6 a 65 °C por 20 minutos. Luego los microtubos se enfriaron a temperatura

ambiente.

14) Se adicionaron 3 pl de solucion de RNasas (kit) a cada tubo con muestra y se mezclaron
en vortex por 10 segundos. Se incubaron por 20 minutos a 37 °C. Luego se enfriaron los

microtubos a temperatura ambiente.

15) Se adicionaron 200 pl de solucion precipitante de proteinas (kit). Se homogeneizd en

vortex por 15 segundos y se dejo en freezer por 27 horas.
16) Posteriormente se centrifugd a 12.000 rpm por 20 minutos.

17) Se transfiri6 cuidadosamente 600 pl del sobrenadante a otro tubo de 1,5 ml que contenia

600 pl de isopropanol y se mezcld por pipeteo lentamente.
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18) Se centrifugd a 12.000 rpm durante 20 minutos.

19) Se descart6 el sobrenadante y se adicion6 600 puL de etanol 70% frio. Se homogenizo6 en
vortex por 15 segundos y se centrifug6 a 12.000 rpm por 20 minutos.

20) Se repiti6 el paso 19

21) Posteriormente se eliminé sobrenadante

22) Se dejo evaporar el etanol a 37 °C.

3) Se rehidrat6 con 30 pl de agua destilada estéril a 65 °C para su posterior anélisis.

6.4 Cuantificacion espectrofotométrica del ADN

Se realiz6 un analisis espectrofotométrico UV al ADN purificado para obtener la
concentracion de éste y determinar la relacion A260/280 para conocer la pureza del acido
nucleico obtenido. Para ello se utilizé el espectrofotdémetro NanoDrop Tecan, las lecturas se
realizaron con 2 ul de cada una de las muestras junto al blanco correspondiente (Howat,
Wilson 2014).

6.5 Gel de agarosa

Se prepararon 50 ml de agarosa al 1%, en 50 ml de tampén TAE 1X con un pH 8,3 (Tris-
Acetato 0,04M, EDTA 0,001M), adicionando 2 pl de gel red 1X (Gel Red en DMSO,
Biotium). La agarosa fue calentada en un horno microondas hasta que se disolvid
completamente y luego se depositd en la camara electroforética hasta la solidificacion por 20
minutos a T° ambiente, posterior a ello la camara se cubrié con 150 ml de tampdén TAE 1X
(Cao et al, 2003).
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6.6 Diseno de cebadores para beta actina y queratina 5

El disefio de los cebadores (primers) se realizo buscando la secuencia del gen en la base de
datos del GenBank para la especie Rattus norvegicus, el nimero de secuencia utilizada fue
NM_031144.3 para beta actina (ACTB) y NM_183333.1 para citoqueratina 5 (KRT5), se
seleccionaron los cebadores y fueron analizados en el programa de Sigma Aldrich para
evaluar los porcentajes de CG (citosina-guanina), formacion de dimeros y Tm ptima, una

vez seleccionados los cebadores fueron sintetizados por la empresa Genexpress.

Los cebadores para la amplificacion de gen control de beta actina se indican a continuacion

y el amplicén posee 470 pb.

FW: CTAGGCACCA GGGTGTGA
RW: GGTCAGGATCTTCATGAGGT

Los cebadores para la amplificacién de gen para citoqueratina 5 se indican a continuacién y
el amplicdn posee 217 pb.

FW: TCAAGAAGCAGTGTGCCAAC
RW: TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT

Para los controles se utilizO ADN extraido de tejido sin fijar de Rattus norvegicus
correspondiente al control positivo y como control negativo una mezcla de reaccion con todos

los componentes excepto ADN molde.

6.7 Amplificacion de ADN por reaccion en cadena de polimerasa

La amplificacién se realizd con SapphireAmp fast PCR hot start master mix (Takara Bio
INC., Japan). La mezcla de reaccion se realizo en un volumen final de 50 pl, en las siguientes

condiciones:
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Master mix 2X 25 pl; cebador “forward” y “reverse” a una concentracion final de 0,2 uM;
ADN molde (muestras) se ajustaron a una concentracion de 50 - 60 ng y agua suficiente para

completar el volumen de 50 pl.

El programa del termociclador DNA Engine® Thermal Cycler (Bio-Rad laboratories, Inc,
USA) utilizado fue:

Paso 1- 95 °C por 5 segundos

Paso 2 - 95 °C por 5 segundos

Paso 3 - 61 °C por 45 segundos

Paso 4 - 72 °C por 1 minuto

Paso 5 - volver a paso 2, 3y 4 (30 veces)
Paso 6 - 72 °C por 10 minutos

Paso 7 - 4 °C indefinido

6.8 Corrida electroforética

Los productos de amplificacion obtenidos por reaccion en cadena de la polimerasa (pPCR)
fueron cargados en un gel de agarosa al 1% en tampdn TAE 1X con Gelred. La corrida
electroforética se realiz6 a 80 volts durante 50 minutos. Se utiliz6 un marcador de peso
molecular (2 pl de tampon de carga (azul de bromofenol y glicerol en agua)) y 8 ul de 1Kb
DNA Plus Ladder (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) que permitié determinar
el tamafio de las bandas. Se tomaron fotos del gel en un transluminador UVP BioDoc- itTM

System con luz UV.

Si el producto de PCR obtenido es visualizado, implica que el ADN en esa muestra es integro.
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7. RESULTADOS

7.1 Cuantificacion espectrofotométrica del ADN

Para obtener la concentracion de ADN vy determinar la pureza del &cido nucleico obtenido.
Se analizaron las muestras, realizando lecturas con 2 pl de cada una, junto al blanco

correspondiente. Obteniéndose los datos del cuadro 2.

CUADRO 2. CONCENTRACION Y RELACION A260 / A280 DE LAS MUESTRAS
ANALIZADAS POR CADA TIEMPO DE FIJACION

Muestra Tiempo de ng/ul A260 /280
fijacion
1 7 horas 59 1,81
2 10 horas 90,9 2,1
3 12 horas 288,7 1,91
4 1 dia 67,4 1,71
5 2 dias 65,9 1,54
6 3 dias 81,5 1,7
7 4 dias 117,7 1,81
8 5 dias 82,9 1,53
9 6 dias 150,2 1,78
10 7 dias 129,7 1,86
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De acuerdo a los resultados obtenidos por el espectrofotdmetro la muestra correspondiente a
las 10 horas present6 una mayor pureza, a su vez la muestra correspondiente a las 12 horas

presentd mayor concentracion de ADN.

7.2 Amplificacion del gen de citoqueratina 5

A continuacion, se realizé la amplificacion del gen de la citoqueratina 5 mediante reaccion
en cadena de la polimerasa, dicha amplificacién fue posteriormente evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa obteniéndose intensidades fluorescentes variables.

Se observa una fotografia de la electroforesis en gel de agarosa. Figura 2

—

470 pb

Figura 2. Amplificacion del gen para citoqueratina 5 en los carriles correspondientes a los 10
tiempos de fijacion; 1: 7 horas, 2: 10 horas, 3: 12 horas, 4: 1 dia, 5: 2 dias,6: 3 dias, 7: 4 dias,
8: 5 dias, 9: 6 dias, 10: 1 semana, PM: Marcador de peso molecular y control en carril +.

En los carriles 1y 2 se aprecia una banda fluorescente de la amplificacion para citoqueratina
5, correspondiente a los tiempos 7 y 10 horas respectivamente. Lo que indica la presencia de
ADN integro.

31



8. DISCUSION

El analisis gendmico es una herramienta til para el diagndstico, prondstico y lineamientos
de tratamiento en los pacientes. En este sentido el material fijado en formalina si bien permite
almacenar la muestra por largos periodos de tiempo, posee como limitante que la integridad
de las moléculas presentes en ellas que pueden ser empleadas con los fines previamente
indicados no siempre permanezcan disponibles e integros, condiciones asociadas
principalmente a los tiempos de fijacion en formalina previo al procesamiento histolégico de
la muestra (Howat, Wilson 2014).

En cuanto a los resultados obtenidos podemos sefialar que en 2 muestras (7 horas y 2 dias
respectivamente) se obtuvo una baja concentracion de ADN, en relacién a trabajos similares
(Mirmomeni et al., 2010). Esto puede estar asociado al procesamiento histolégico en cuanto
a la cantidad de tejido ubicado en cada taco de parafina, influyendo ademaés el corte de la
lengua de rata y la disposicion del mismo dentro del cubo, dado que esto seria determinante
al momento de realizar la seccion en el micrétomo, habiendo cortes con mayor densidad de
tejido que otros. Se utiliz6 para el estudio una media de 120 cortes por muestra, sin embargo,
para reducir el riesgo de baja concentracion genémica en proporcion a baja cantidad de tejido,
en estudios posteriores, seria ideal aumentar la cantidad de cortes segun lo permita el taco de

parafina.

Otro aspecto que puede determinar la cantidad y calidad del ADN extraido es el kit de
extraccion utilizado. En este estudio se empled un sistema de uso regular para sangre y tejido
frescos el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, USA) para muestras
gue no han sido sometidos a procesos propios de analisis histolégico convencional por lo que
la fijacion pudo ir en desmedro de la extraccion del acido nucleico (Heller MJ et al, 1992).
Es asi que se han descrito otros sistemas especificos para obtener una adecuada muestra a
partir de tejido fijado en formalina y embebido en parafina, de un mayor costo, pero con
mejores resultados en cuanto a la cantidad de material obtenido (Ruiz-Fuentes JL et al,2015).
De este modo una de las sugerencias para futuros estudios seria probar con otros sistemas

mas especificos que permitan mejorar los rendimientos y calidad del material de estudio
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obtenido; ya que los principales obstaculos para la obtencion de ADN de material parafinado
para amplificacion por PCR son la remocion de parafina y la purificacion de ADN.

En la corrida electroforética de los productos de amplificacion, se utiliz6 como control
positivo el gen para beta actina correspondiente al carril +, que posee 470 pb, es decir, a partir
de una muestra sin fijar en formalina es posible amplificar un gen de mayor tamafio que para
el de citoqueratina 5 (217 pb). Dado que para las muestras de los carriles 3 al 10 no fue
posible amplificar un gen de tamafio inferior como lo es el de citoqueratina 5 con 217 pb, se
puede inferir que genes de este tamafio y mayores, son susceptibles a ser dafiados por la
sobreexposicion a formalina, asi como se ha descrito en otros trabajos dado que, la formalina
rompe las hebras de acidos nucleicos. A nivel de la PCR se recomienda para su éxito
amplificar fragmentos menores de 200 pb (Masuda et al., 1999; Schoepp et al., 2004; Zafra
et al., 2004) de genes multicopia y el uso de PCR anidada para aumentar sensibilidad y
especificidad de los ensayos.

Han sido estudiados mediante PCR el gen de la beta actina y el gen LAT, de 129 y 115 pb
respectivamente, para evaluar la presencia del virus herpes simple tipo 1, en estado de
latencia, en ganglios humanos (Cepeda et al 2012). Lo antes expuesto ejemplifica la
existencia de genes de menor tamafio, los cuales, podrian permanecer disponibles de manera

intacta o débilmente alterados con mayores tiempos de fijacion.
A mayor tiempo de fijacion en formalina, mayor seré el entrecruzamiento con proteinas y las

modificaciones en acidos nucleicos que llevan a degradacion, fragmentacién, metilacion y

alcalinizacién, afectando su calidad y cantidad, dificultando estudios posteriores.
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9. CONCLUSION

El movimiento del ADN en la electroforesis para las muestras 1 y 2 (7 y 10 horas
respectivamente), indicaria la presencia de material gendmico integro para la secuencia de
ADN de la citoqueratina 5, caracterizada por presentar una banda de 217 pb, es decir, al
intentar evaluar dicho gen bajo las condiciones actuales de estudio, el tiempo de fijacion de

los tejidos en formalina 10% tamponada no debiese superar las 10 horas.
Se obtuvieron muestras (3 a la 10) que no amplificaron pese a presentar una concentracion

de ADN adecuada, esto podria ser indicativo de la degradacion del ADN, producto de una

excesiva fijacion.
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11. ANEXO

Certificado de evaluacion del proyecto del comité institucional de ética cuidado y uso e

animales de laboratorio.

Vicerrectoria Académica
Direccion de Investigacion

CERTIFICADO DE EVALUACION DE PROYECTO DEL COMITE INSTITUCIONAL
CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO (CIECUAL)

Fecha: 11 de abril de 2018
Folio: 2017-12-B
1. Miembros del CIECUAL participantes

Nombre Profesiéon Cargo

- . Depto. de Bioquimica Clinica e
Marfa Cristina Theoduloz Bidloga Inmunohematolégia, Fac. Cs.
Lafuente

Salud

y . : Depto. de Cs. Basicas
Ménica Carrasco Pastenes Bioquimica Biomédicas, Fac. Cs. Salud
Alex Soto Poblete Estadistico Instituto de Matematicas y Fisica
Miguel Morales Villena Licenciado en Pedagogia Basica | Miembro CIECUAL

; — . Depto. de Estomatologia, Fac.
Daniel Droguett Ossa Cirujano Dentista Cs. Salud

2. Titulo completo dei proyecto: Crema nanocicatrizante - Nanoderm.
Nombre del investigador responsable: Luis Guzman J.
4. Institucion: Universidad de Talca Unidad académica: Depto. de Bioguimica Clinica e
Inmunohematologia, Fac. de Cs. de la Salud.
5. Documentos revisados: Protocolo de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio UTALCA y carta
conductora de solicitud de enmienda.
6. Analisis: Se acusa recibo de los antecedentes entregados, informe de seguimiento y se realizan
las siguientes sugerencias:
e Actualizar protocolo en la seccidon del manejo analgésico como SOS a tramadol. Sumar dosis
tramadol subcutanea post cirugia.
 Se sugiere para futuros experimentos tender a ocupar material estéril individual por animales
en la induccién de la herida.
e Cualquier cambio de compuesto o producto farmacolégico debe ser visado por el CIECUAL
(cambio de ketamina a tiopental).
+ Se solicita actualizar el documento del protocolo experimental con los nuevos antecedentes.

w

7. Resolucion: Se aprueba el protocolo experimental y solicita enviar la enmienda planteada en un
documento en papel con las firmas correspondientes.

email: ciecual@utalca.cl Fono 56-71-2200484, Casilla 747, Talca 172
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Daniel Droguett Ossa
Presidente

Crishe. Tleodu L

Maria Cristina Theoduloz Lafuente
Vocal

Monica Carrasco Pastenes
Secretario

Miguel Morales Villena
Vocal

email: ciecual@utalca.cl

Fono 56-71-2200484, Casilla 747, Talca
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