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57  Resumen:
Procedimiento de extracción y preservación de
núcleos de células epiteliales de mucosa bucal
humana que comprende las siguientes etapas:
a) ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas,
b) eliminación de la boca de contaminantes sólidos
mediante lavado y posterior enjuagado,
c) enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30
segundos con una solución tampón de fosfato salino
obteniendo una primera suspensión celular,
d) la primera suspensión celular obtenida en la etapa
c) se deposita en un recipiente y se mezcla con un
alcohol alifático primario en una proporción en
volumen de entre 60 a 80% de alcohol alifático
primario y de entre 40 a 20% de la suspensión celular,
obteniendo una segunda suspensión celular,
e) se almacena la segunda suspensión celular
obtenida en la etapa d) a temperatura ambiente.



 2 

DESCRIPCIÓN 

 

Procedimiento de extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de 

mucosa bucal humana 

 5 

Objeto de la invención 

 

El objeto de la presente invención es un novedoso procedimiento para la extracción y 

conservación de células epiteliales extraídas de la mucosa bucal humana. El procedimiento 

incluye la extracción y conservación íntegra de los núcleos celulares para su posterior uso 10 

en análisis de carácter citogenético. Así mismo, es objeto de la presente invención un kit 

para llevar a cabo el procedimiento anteriormente descrito y conservar la muestra de 

manera íntegra durante un tiempo prolongado, semanas, a temperatura ambiente. 

 

Antecedentes de la invención 15 

 

La citogenética molecular es la ciencia que comprende el estudio de la estructura, función y 

comportamiento de los cromosomas, generalmente mediante el uso de técnicas de 

hibridación por fluorescencia in situ (FISH – Fluorescence In Situ Hybridization).  Estas 

técnicas consisten en la tinción de regiones específicas del genoma mediante el uso de 20 

sondas marcadas fluorescentemente que permiten identificar tanto el número como la 

intensidad de cada una de estas regiones. Estas técnicas se utilizan de manera rutinaria 

para identificar distintas anomalías genéticas de carácter hereditario o adquirido. 

Dependiendo del tipo de muestra, el FISH puede emplearse tanto en los cromosomas 

metafásicos como en los núcleos interfásicos. Finalmente, sus aplicaciones pueden ir desde 25 

la evaluación de causas de antecedentes de infertilidad, diagnóstico de anomalías 

congénitas, análisis de leucemias y/o linfomas o diagnóstico prenatal dependiendo del tipo 

celular evaluado. A día de hoy, para la realización de estos ensayos, las células se pueden 

extraer tanto de la mucosa bucal, de la sangre o de la médula ósea, entre otros. 

 30 

Cabe destacar que otras técnicas de carácter citogenético basadas en FISH se han 

introducido recientemente en el mercado, y aunque no tienen un carácter diagnóstico 

presentan una gran relevancia para en la determinación de la estabilidad genética del 

individuo. Así, por ejemplo, recientemente se ha incorporado en el mercado la técnica del 

HT-QFISH (High-Throughput Quantitative Fluorescence In Situ Hybridization) que permite 35 
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cuantificar la longitud telomérica de distintos tipos celulares la cual es relevante para la 

determinación de la estabilidad genética de las células. 

 

Los procedimientos para la extracción y conservación de células epiteliales de la boca, están 

enfocados fundamentalmente a la preservación del ADN contenido en dichas células ya que 5 

la mayoría de estos procedimientos están basados en el análisis genético mediante técnicas 

de PCR (Polymerase Chain Reaction) en la cual la integridad del núcleo no es determinante. 

Sin embargo, a día de hoy  existen muchos estudios citogenéticos en los que se requiere 

que la integridad del núcleo de la célula sea completa como por ejemplo para la detección 

de aneuploidías genéticas o recientemente estudios relacionados con la longitud telómerica. 10 

 

A día de hoy, en la mayoría de estudios citogenéticos se requiere que la persona visite el 

laboratorio para que se haga la extracción de la biopsia in situ lo cual dificulta en gran 

medida la realización de este tipo de ensayos de una manera generalizada. 

 15 

 La presente invención preconiza un método de extracción y preservación de células 

epiteliales de fácil uso y gran simplicidad que mantiene la integridad de los núcleos de 

dichas células durante semanas, lo que facilita su potencial uso para análisis de citogenética 

molecular principalmente los relacionados con FISH en interfase. Adicionalmente, el 

desarrollo del kit solventa la problemática asociada a la logística de extracción y envío de 20 

muestras, además evita que el paciente se tenga que desplazar a un laboratorio para que le 

realicen la extracción, pudiendo hacerlo en su propio domicilio y enviar la muestra al 

laboratorio. 

 

Descripción de la invención 25 

 

El procedimiento de extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 

bucal humana, que es uno de los objetos de la presente invención, comprende las 

siguientes etapas: 

a) ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas, 30 

b) eliminación de la boca de contaminantes sólidos mediante lavado y posterior 

enjuagado,  

c) enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30 segundos con una solución 

tampón de fosfato salino para la obtención de una primera suspensión celular, 
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d) la primera suspensión celular obtenida en la etapa c) se deposita en un recipiente y 

se mezcla con un alcohol alifático primario en una proporción en volumen de entre 60 

a 80% de alcohol alifático primario y de entre 40 a 20% de la suspensión celular 

obteniendo una segunda suspensión celular, 

e) se almacena la segunda suspensión celular obtenida en la etapa d) a temperatura 5 

ambiente. 

 

Otro de los objetos de la presente invención es un kit para la extracción y preservación de 

núcleos de células epiteliales de mucosa bucal humana, para la puesta en práctica del 

procedimiento descrito en el párrafo anterior, que comprende un primer recipiente que 10 

contiene una solución tampón fosfato salino, para un enjuague bucal y posterior depósito en 

dicho primer recipiente, y un segundo recipiente que contiene un alcohol alifático primario 

para la fijación de la muestra. El tercer objeto de la invención es una composición para la 

preservación de núcleos de células utilizada en el kit y en el procedimiento, que es una 

solución de un alcohol alifático primario en una solución tampón fosfato salino, que es 15 

utilizada en el procedimiento y forma parte del kit. 

 

Realizaciones preferentes 

 

El procedimiento de extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 20 

bucal humana, que es uno de los objetos de la presente invención, comprende las 

siguientes etapas: 

a) ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas antes de la extracción, 

b) eliminación de la boca de contaminantes sólidos mediante lavado y posterior 

enjuagado,  25 

c) enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30 segundos con una solución 

tampón de fosfato salino, también llamada por sus siglas en ingles PBS, phosphate 

buffered saline, obteniendo una primera suspensión celular,  

d) la primera suspensión celular obtenida en la etapa c) se deposita en un recipiente y 

se mezcla con un alcohol alifático primario en una proporción en volumen de entre 60 30 

a 80% de alcohol alifático primario y de entre 40 a 20% de la suspensión celular 

obteniendo una segunda suspensión celular. El alcohol alifático primario puede ser 

etanol, metanol o una disolución de 3 partes en volumen de metanol y una parte de 

ácido acético, 
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e) se almacena la segunda suspensión celular ya fijada, obtenida en la etapa d) a 

temperatura ambiente. 

 

El kit para llevar a cabo el procedimiento comprende un primer recipiente, que contiene una 

solución tampón de fosfato salino, para un enjuague bucal y posterior depósito en dicho 5 

primer recipiente, y un segundo recipiente que contiene un alcohol alifático primario para la 

fijación de la muestra. Tanto el primer recipiente como el segundo recipiente, que pueden 

ser sendos tubos con tapones, pueden ser acoplables entre sí por sus bocas para realizar la 

mezcla del alcohol alifático primario con la suspensión celular por inversión. 

 10 

El primer recipiente puede contener entre 5 y 10 ml de solución tampón fosfato salino y el 

segundo recipiente entre 30 y 40 ml de un alcohol alifático primario, dicho alcohol alifático 

primario puede ser etanol, metanol o una solución de 3 partes en volumen de metanol y 1 

parte de ácido acético. 

 15 

La composición para la preservación de núcleos de células utilizada en el procedimiento y 

cuyos componentes contendrá el kit, es una solución de un alcohol alifático primario en una 

solución tampón fosfato salino, preferentemente la proporción en volumen será de entre 60 

a 80% de alcohol alifático primario y de entre 40 a 20% de la solución tampón de fosfato 

salino, y el alcohol alifático primario puede ser etanol, metanol o una disolución de 3 partes 20 

en volumen de metanol en 1 parte de ácido acético. 

 

Las ventajas tanto del procedimiento, el kit y la composición son evidentes para cualquier 

persona del sector, pero se considera conveniente citar las siguientes: 

• la metodología para la extracción es muy sencilla y no requiere actuaciones 25 

invasivas, 

• mantiene no solo la integridad del ADN, sino la integridad de lo núcleos completos de 

las células, lo que es de interés en algunos estudios citogenéticos, 

• los núcleos completos se pueden preservar durante semanas a temperatura 

ambiente, lo que evita la utilización de contenedores isotérmicos o refrigerados que 30 

dificultan y encarecen su transporte y almacenamiento. 

  

 

 

 35 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Procedimiento de extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de 

mucosa bucal humana caracterizado porque comprende las siguientes etapas: 5 

a. ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas, 

b. eliminación de la boca de contaminantes sólidos mediante lavado y posterior 

enjuagado,  

c. enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30 segundos con una 

solución tampón de fosfato salino obteniendo una primera suspensión celular, 10 

d. la primera suspensión celular obtenida en la etapa c) se deposita en un 

recipiente y se mezcla con un alcohol alifático primario en una proporción en 

volumen de entre 60 a 80% de alcohol alifático primario y de entre 40 a 20% 

de la suspensión celular, obteniendo una segunda suspensión celular, 

e. se almacena la segunda suspensión celular obtenida en la etapa d) a 15 

temperatura ambiente. 

 

2. Procedimiento de extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de 

mucosa bucal humana, según reivindicación 1, caracterizado porque el alcohol 

alifático primario es etanol. 20 

 

3. Procedimiento de extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de 

mucosa bucal humana, según reivindicación 1, caracterizado porque el alcohol 

alifático primario es metanol. 

 25 

4. Procedimiento de extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de 

mucosa bucal humana, según reivindicación 3, caracterizado porque el metanol 

está disuelto en ácido acético en una proporción en volumen de 3 partes de metanol 

en una parte de ácido acético. 

 30 

5. Kit para la extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 

bucal humana caracterizado porque comprende un primer recipiente que contiene 

una solución tampón de fosfato salino, para un enjuague bucal y posterior depósito 

en dicho primer recipiente, y un segundo recipiente que contiene un alcohol alifático 

primario para la fijación de la muestra. 35 
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6. Kit para la extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 

bucal humana, según reivindicación 5, caracterizado porque el primer recipiente 

contiene entre 5 a 10 ml de un alcohol alifático primario y el segundo recipiente 

contiene entre 30 a 40 ml del alcohol alifático primario. 5 

 
7. Kit para la extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 

bucal humana, según reivindicación 5 o 6, caracterizado porque el primer y el 

segundo recipientes son acoplables entre sí por sus respectivas bocas. 

 10 

8. Kit para la extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 

bucal humana, según cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, caracterizado porque 

el alcohol alifático primario es etanol. 

 

9. Kit para la extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 15 

bucal humana, según cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, caracterizado porque 

el alcohol alifático primario es metanol. 

 

10. Kit para la extracción y preservación de núcleos de células epiteliales de mucosa 

bucal humana, según reivindicación 9, caracterizado porque el metanol está disuelto 20 

en ácido acético en una proporción en volumen de 3 partes de metanol y una parte 

de ácido acético. 

 
11. Composición para la preservación de núcleos de células caracterizada porque es 

una solución de un alcohol alifático primario en una solución de tampón fosfato 25 

salino. 

 
12. Composición para la preservación de núcleos de células, según reivindicación 11, 

caracterizada porque la proporción en volumen es de entre 60 a 80% de alcohol 

alifático primario y de entre 40 a 20% de la solución tampón fosfato salino. 30 

 
13. Composición para la preservación de núcleos de células, según reivindicación 11 o 

12, caracterizada porque el alcohol alifático primario es etanol. 

 
14. Composición para la preservación de núcleos de células, según reivindicación 11 o 35 

12, caracterizada porque el alcohol alifático primario es metanol. 
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15. Composición para la preservación de núcleos de células, según reivindicación 14, 

caracterizada porque el metanol está disuelto en ácido acético en una proporción en 

volumen de 3 partes de metanol y una parte de ácido acético. 
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