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RREESSUUMMEENN  
 

COMPARACIÓN DE DOS MÉTODOS PARA DETERMINAR GENOTIPOS DEL 
POLIMORFISMO EN EL EXÓN SIETE CYP1A1*2C 

 
Araujo-Soto Antonio T. 

 
Los genes que codifican para enzimas involucradas en el metabolismo de xenobióticos 

parecen tener un papel importante en el desarrollo de cáncer; tal es el caso del gen 

CYP1A1, implicado en la bioactivación de importantes carcinógenos ambientales como el 

benzo(a)pireno. Un polimorfismo de este gen conocido como CYP1A1*2C ha sido 

ampliamente estudiado por su asociación con un incremento en la susceptibilidad a 

desarrollar cáncer de pulmón, entre otros. No obstante, aún no ha sido establecido con 

precisión el papel de este polimorfismo en el desarrollo de procesos carcinogénicos y se 

ha discutido que la frecuencia con que se presenta en distintos grupos étnicos podría ser 

un factor determinante de su relación con cáncer. Por esto, la determinación precisa de 

las frecuencias alélicas y genotípicas de este polimorfismo es de gran importancia para 

las investigaciones relacionadas con estudios toxicogenéticos. En el presente trabajo se 

llevó a cabo la determinación del polimorfismo CYP1A1*2C en una muestra de individuos 

mexicanos, empleando dos técnicas: la PCR alelo específica (ASPCR) y polimorfismos en 

la longitud de fragmentos de restricción (RFLP). Nuestros resultados muestran claras 

diferencias entre ambas técnicas para detectar este polimorfismo y en nuestro análisis 

encontramos que se deben a aspectos poco controlables de la metodología. La ASPCR 

no es eficaz para discriminar entre el polimorfismo CYP1A1*2C y el alelo normal o 

CYP1A1*1, hecho que se refleja en su baja reproducibilidad, además de las discrepancias 

observadas entre las frecuencias genotípicas observadas y las esperadas (p>0.05). Por 

su parte las frecuencias genotípicas observadas al emplear la técnica de RFLP, se 

encontraron en completa concordancia con las frecuencias esperadas (p<0.05). La 

técnica de RFLP resulta menos falible en la identificación de polimorfismos genéticos en 

estudios de epidemiología molecular, en los que se trabaja con muestras de muchos 

individuos. Asimismo, damos un primer reporte de la frecuencia alélica de CYP1A1*2C en 

55 individuos mexicanos.  
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IINNTTRROODDUUCCCCIIÓÓNN  

El 25 de abril de 1953 se publicó en la revista Nature uno de los artículos científicos más 

importantes de la historia. Se titulaba “Molecular structure of nucleic acids” y con él se 

culminaba el esfuerzo de muchas personas que durante varios años trabajaron para 

entender y desentrañar el funcionamiento de las moléculas relacionadas con la herencia 

(Bonfil, 2003). 

     A partir de entonces se inició una nueva era para la ciencia, surgiendo nuevas 

preguntas que, a la par con el desarrollo tecnológico, permitieron implementar estrategias 

concretas para responderlas. Así, a un poco más de cincuenta años de haberse resuelto 

la cuestión en torno a la estructura del ADN, hoy en día podemos celebrar otro hecho por 

demás importante; el evento, la secuencia completa del genoma humano (International 

Human Genome Sequencing  Consortium, 2001; Venter, 2001). 

Uno de los hallazgos más importantes al secuenciar nuestro genoma, fue la ocurrencia de 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs, por sus siglas en inglés), los cuales son 

variaciones en la información genética a consecuencia del cambio de un nucleótido por 

otro diferente (Goodstadt y Ponting, 2001; Ingelman-Sundberg, 2001). En los seres 

humanos se identificaron 1.42 millones de SNPs en la secuencia preliminar (The 

internacional SNP map working group, 2001), aunque se estima que el número total es 

mayor; de manera general se piensa que se encuentran en promedio cada 1000 pb, 

aunque evaluaciones recientes calculan que un SNP se localiza en promedio cada 200 o 

300 pares bases (es decir, el cambio de un nucleótido cada 200-300 nucleótidos) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/get_html.cgi?whichHtml=overview). Se estima también 

que cada humano tiene alrededor de 3 millones de SNPs, de los cuales, cerca de  un 10% 

tiene implicaciones funcionales (Rockett, 2003). 
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     La importancia de los SNPs es enorme y existen por lo menos tres ideas claras acerca 

de su utilidad.  La primera gira en torno al estudio de la evolución, en donde por medio de 

la comparación de variaciones entre diferentes grupos humanos, podemos llegar a 

comprender mejor el origen de las mutaciones que les dieron origen y cómo es que se 

mantienen en ciertas poblaciones pero no en otras, así como deducir la ascendencia de 

las poblaciones humanas modernas (Zhao y cols., 2000; Kaessmann y cols., 1999; Jorde 

y cols., 2001). Una segunda utilidad es su uso como “huellas digitales”, para 

comprobación de parentesco o identificación de criminales (Campbell y Heyer, 2002). La 

tercera y más optimista utilidad es su posible aplicación en Medicina, ya que algunos 

SNPs pueden tener consecuencias funcionales que podrían conferir a un individuo 

resistencia o susceptibilidad a una infección o un mayor riesgo a desarrollar ciertas 

enfermedades (Hofmann, 2001; Miller y cols., 2001).  

     Asimismo, la presencia de polimorfismos en determinados genes puede afectar de 

manera individual la respuesta a una terapia con fármacos o el metabolismo de agentes 

tóxicos encontrados en el ambiente. Por último, la adecuada identificación de SNPs 

asociados a enfermedades, contribuirá de manera significativa en la comprensión de un 

gran número de padecimientos, en la mejora de métodos de diagnóstico y al desarrollo de 

nuevas y efectivas terapias (The internacional SNP map working group, 2001).  

 

POLIMORFISMOS EN EL METABOLISMO DE XENOBIÓTICOS 

Los humanos y animales están constantemente expuestos a una gran cantidad de 

agentes químicos o xenobióticos (substancias ajenas al organismo que no forman parte 

de sus componentes naturales), las cuales provienen  de diversas fuentes como desechos 

industriales, medicamentos, cosméticos, aditivos de alimentos, pesticidas, productos de 

limpieza, armas de guerra, entre otras. Muchos de estos compuestos son relativamente 
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pequeños y lipofílicos, características que les permiten el ser fácil y rápidamente 

absorbidos por la piel, el sistema gastrointestinal o los pulmones (Sipes y Gandolfi, 1986). 

     Una vez dentro del organismo, se distribuyen a los tejidos en donde sufren 

transformaciones bioquímicas que llevan a su funcionalización en el caso de 

medicamentos y por último a su excreción final. En el caso de tóxicos, la funcionalización 

da como resultado la activación del tóxico que le permite la interacción con biomoléculas, 

causando daño a las células (Castagnoli y Castagnoli, 1993). Estos procesos  son 

conocidos como biotransformación y consisten en una serie de reacciones enzimáticas  

(Figura 1) en las que participan grupos como citocromo P450 (CYPs) y glutatión S-

transferasa (GSTs) (Lang y Pelkonen, 1999). 

     Las reacciones enzimáticas llevadas a cabo durante la biotransformación de 

xenobióticos son generalmente divididas en Reacciones de Fase I y Reacciones de Fase 

II: las primeras involucran procesos de oxidación, reducción e hidrólisis, agregando o 

exponiendo grupos funcionales (-OH, -SH, -NH2, -COOH), aumentando la solubilidad del 

compuesto y constituyendo el sustrato para las reacciones de Fase II. Las reacciones de 

Fase II son reacciones biosintéticas en las que un xenobiótico o un metabolito derivado de 

las reacciones de Fase I es unido a moléculas endógenas como el ácido glucurónico, 

ácido acético y sulfato, formando los llamados conjugados que son más hidrofílicos y por 

lo mismo más fáciles de eliminar (O’ Flaherty, 1985; Sipes y Gandolfi, 1986). 

     Por otro lado, a menudo sucede que el compuesto original no es tóxico, pero es 

trasformado en tal o bien, que la toxicidad de un agente sea incrementada por las 

reacciones bioquímicas, a lo que se conoce como bioactivación. Además, es importante 

enfatizar que no todos los xenobióticos pasan por ambas reacciones, ya que en muchos 

casos, un compuesto puede tener un grupo funcional capaz de formar conjugados por 

medio de enzimas de Fase II y de esta manera ser fácilmente eliminados, un ejemplo es  
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Figura 1:  Vías clásicas de la biotrasformación de xenobióticos. 
 

el fenol, cuyo grupo -OH se puede conjugar con sulfato sin una previa reacción de Fase I 

(Lu, 1992; Manahan, 2003). 

     Existen factores que pueden afectar el metabolismo de xenobióticos como la edad, el 

género, la alimentación, la exposición ocupacional, el estado de salud y varios hábitos 

como el beber o fumar (Sipes y Gandolfi, 1986; Philp, 2001; Montero y cols., 2003). Sin 

embargo, en los últimos años y gracias a los avances en el conocimiento de la genética y 

otras disciplinas, se ha logrado entender de una mejor manera los factores genéticos que 

pueden estar implicados en el metabolismo de xenobióticos y sus posibles consecuencias 

en la salud. Así, hoy en día existe un consenso en aceptar que factores genéticos pueden 

contribuir en la susceptibilidad a desarrollar cáncer (González, 1995; Perera, 1997) y dada 

la función de las enzimas que participan en los procesos de biotrasformación, también se 

admite que variaciones en los genes que codifican para 

 

Compuesto 
lipofílico 

Fase I 

Reacciones de oxidación, 
reducción e hidrólisis 
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A Xenobiótico 

daño al ADN 

Reacciones de 
Fase I (CYP1A1 

alelo normal) Reacciones de 
Fase II (GSTM 1 

alelo normal) 

Formación 
de aductos 

Tasa baja de 
apoptosis 

Tasa baja de 
mutación 

Reparación 
eficiente 

B Xenobiótico 

más daño al 
ADN 

Reacciones de 
Fase I (CYP1A1 
alelo mutado) Reacciones de 

Fase II (GSTM1  
mutado) 

Formación 
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Aumenta la tasa 
de apoptosis 

Aumenta la tasa 
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Mayor riesgo  
de error en la 

reparación 

 
 

 
Figura 2: Modelo teórico del efecto perjudicial al ADN por la presencia de polimorfismos en los 
sistemas enzimáticos del metabolismo de xenobióticos. Se muestran en la figura los casos extremos 
en  que enzimas de Fase I y Fase II  son normales (panel A) o las dos están mutadas (panel B). 
 

estas enzimas, a causa de SNPs o deleciones, pueden afectar el nivel de expresión, la 

estructura y/o la actividad de enzimas encargadas de metabolizar xenobióticos, 

favoreciendo la actividad tóxica, mutagénica y cancerígena de muchos compuestos sobre 

los organismos (Vineis y Martone, 1995; Lang y Pelkonen, 1999; Miller y cols.,2001) 

(Figura 2).  

     Por lo anterior es que en los últimos 10 años, los polimorfismos de varias enzimas 

involucradas en el metabolismo de xenobióticos han sido ampliamente estudiados en 

distintos grupos humanos. Entre otras, se han estudiado: aldehído-deshidrogenasa 
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(ALDH2), varias isoformas de citocromo P450 como CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 y 

CYP2D6, epóxido hidrolasa (EPHX), glutatión S-transferasas (GSTM1, GSTP1, GSTT1), 

N-acetiltransferasas (NAT1 y NAT2), NAD(P)H-quinona-oxidorreductasa (NQO1) y 

paraoxonasa (PON1) (Pavanello y Clonfero, 2000) (Tabla1).  

Tabla1: Características de varias enzimas polimórficas del metabolismo de 
xenobióticos 

 
Gen Enzima Alelos Cambios en el gen o enzima Metabolismo 

 
*1 

 
Tipo silvestre ALDH2 

 
aldehído deshidrogenasa 
 *2 Cambio de  aminoácido 

Glu 487 Lys 

Alcohol etílico y tolueno 

 
CYP2E1.1 
 

*1A o C1 Tipo silvestre 

CYP2E1 
 
CYP2E1.3 
 

*3 o C2 Cambio de nucleótido 
C por T en 1019 

Nitrosaminas, etanol, 
benceno y algunos 
medicamentos 

*1A Tipo silvestre 
 

*3A Deleción de A  en 2549 

*4 Cambio de nucleótido 
G por A en1846 

*5 Deleción del gen 
*6 Deleción de T en 1707 

CYP2D6 CYP2D6.1 

15 o T Inserción de T en 138 

Nicotina, Nitrosaminas 
y algunos 
medicamentos como  
antidepresivos y 
antihipertensivos 

 
CYP3A5.1 
 

*1A Tipo silvestre 

*2 Cambio de nucleótido 
C por A en 27289 

CYP3A5 

CYP3A5.2 
*7 Inserción de T 

en 27131-32 

Aflatoxina B1, 
benzo(a)pireno y 
algunos medicamentos 

R o *1 Tipo silvestre 

H Cambio de aminoácido 
Tyr por His en 113 EPHX epóxido hidrolasa 

Y Cambio de aminoácido 
His por Arg en 139 

Hidrocarburos 
aromáticos policíclicos 

A Tipo silvestre 

B Cambio de aminoácido 
Gln por Arg en 192 PON1 paraoxonasa 

C Cambio de aminoácido 
Met por Leu en 55 

Pesticidas 

*4 Tipo silvestre 

*5A 
Cambio de nucleótido 
T por C en 341 y 
C por T en 481 

*5C 
Cambio de nucleótido 
T por C en 341  y 
A por G en 803 

NAT2 N-acetil transferasa 

*6A Cambio de nucleótido 
G por A en 590 

Aminas aromáticas y 
heterocíclicas 

*1 Tipo silvestre 
GSTM1 

 
glutatión  S-transferesa 
 *0 Deleción del gen 

*1 Tipo silvestre 
GSTT1 

 
glutatión  S-transferesa 
 *0 Deleción del gen 

Pesticidas, 
medicamentos y 
compuestos 
electrofílicos reactivos 
como benzo(a)pireno 
diol-epoxido 
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POLIMORFISMOS DE CYP1A1 

Los citocromos P450 (CYP450) constituyen una gran superfamilia de enzimas 

involucradas en el metabolismo de esteroides, ácidos grasos, feromonas y metabolitos de 

plantas, pero también de innumerables fármacos y contaminantes ambientales que 

pueden resultar mutagénicos y/o carcinogénicos para el hombre (Nebert y González, 

1987; Lewis, 2001), por lo que es considerado como el sistema enzimático más 

importante implicado en las reacciones de Fase I (Lang y Pelkonen, 1999; Wormhoudt y 

cols., 1999).   

     Estudios sobre la evolución de la familia CYP señalan que ésta es antigua y que 

probablemente ha existido por más de 1500 millones de años (Nebert y González, 1987), 

primero para metabolizar oxígeno y posteriormente adquirieron la capacidad de utilizar su 

potencial químico en el metabolismo oxidativo de compuestos endógenos, tales como 

esteroides y ácidos grasos (Lewis, 2001), mientras que las primeras formas encargadas  

del metabolismo de xenobióticos surgirían alrededor de 400 ó 500 millones de años, para 

metabolizar substancias químicas encontradas en plantas. Se piensa que estas 

interacciones planta-animal son la posible causa del desarrollo de varias formas de 

CYP450 en animales (González y Gelboin, 1993; Lang y Pelkonen, 1999).  

     Las enzimas de citocromo P450 se caracterizan por tener un grupo hemo (complejo 

formado por un tetrapirrol cíclico y un átomo de hierro al centro) y un espectro de 

absorción máximo alrededor de 450nm cuando están asociados con monóxido de 

carbono (CO) (Lewis, 2001). Estas enzimas se han dividido en varias familias de acuerdo 

con su relación filogenética, la cual es dada por el grado de homología entre los distintos 

genes y los aminoácidos que las conforman (Nebert y González, 1987;González, 1988).  

     En el año 2001 se reconocían 120 familias de CYP450 en diversos organismos como 

bacterias (50), hongos (16), plantas (30), moluscos (2), insectos (7) y mamíferos (15) 

(Lewis, 2001). En los humanos se han identificado al menos 51 genes y 15 pseudogenes 
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de CYP450 (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html), muchos de los cuales han 

sido establecidos como polimórficos, tal es el caso de CYP1A1, CYP2E1 y CYP3A4 entre 

otros.  

     De los distintos genes que componen a la superfamilia de CYP450 en humanos, uno 

de los más importantes es CYP1A1, debido al papel que desempeña en el metabolismo 

de varios compuestos cancerígenos (Nakachi y cols., 1991; Kawajiri, 1999). El gen 

codifica la enzima hidroxilasa de hidrocarburos aromáticos (AHH, por sus siglas en inglés) 

o más conocida como aril hidrocarbón hidroxilasa, proteína compuesta de 512 residuos de 

aminoácidos (Jaiswal y cols., 1985) localizada en pulmón, linfocitos y placenta, además 

de ser inducible en hígado (Kawajiri, 1999).  

          Esta enzima participa en el metabolismo de hidrocarburos aromáticos policíclicos 

(PAHs), tales como el benzo(a)pireno (BaP), el dimetilbenzantraceno (DMBA) y las 

dioxinas (TCDD), considerados importantes carcinógenos ambientales (Kawajiri, 1999), 

además de algunos sustratos no carcinogénicos como etoxirresorufina (Wormhoudt y 

cols., 1999).  

     Su expresión está regulada por el receptor de hidrocarburos aromáticos (AHR, por sus 

siglas en inglés) el cual se encuentra en el citosol y al unirse a un compuesto inductor se 

activa y traslada al núcleo, donde se acopla a otra proteína conocida como receptor 

nuclear de translocación (Arnt). De este modo, ambos receptores crean un complejo que 

interactúa con elementos de respuesta a xenobióticos (XRE, por sus siglas en Inglés) 

presentes en el promotor del gen CYP1A1, dando paso así a la expresión del mismo 

(Delescluse y cols., 2000; Safe, 2001). 

     El gen CYP1A1 está localizado en el cromosoma 15 en posición 15q22-24 y se divide 

en siete exones (Hildebrand y cols., 1985; Kawajiri, 1999). La secuencia completa del gen 

consta de 6311 pb y se han reconocido hasta el momento 11 secuencias polimórficas que 

consisten en cambios de un solo nucleótido o SNPs, los cuales de acuerdo con la 
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nomenclatura recomendada para polimorfismos genéticos de CYP450 en humanos 

(http://www.imm.ki.se/cypalleles) son los siguientes: CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, 

CYP1A1*3, CYP1A1*4, CYP1A1*5, CYP1A1*6, CYP1A1*7, CYP1A1*8, CYP1A1*9, 

CYP1A1*10  y CYP1A1*11. Es importante mencionar que de estos 11 SNPs reportados, 

no todos existen en frecuencias mayores o iguales al 1%, por lo que queda esperar 

futuros estudios para saber si en verdad constituyen variantes alélicas del gen CYP1A1 o 

sólo son mutaciones presentes en algunos individuos (Tabla2). 

 

POLIMORFISMO CYP1A1*2C 

En 1991 Hayashi y colaboradores reportaron un nuevo polimorfismo para el gen CYP1A1, 

el cual se conoció inicialmente como “m2” y que actualmente es reconocido como 

CYP1A1*2C, aunque a través del tiempo ha recibido otras nomenclaturas por diferentes 

autores como CYP1A1*2B por Cascorbi y cols. (1996), CYP1A1*3 por Garte y Crosti 

(1999) y de manera trivial CYP1A1 Ile/Val. 

     El polimorfismo CYP1A1*2C  se encuentra en el exón siete del gen CYP1A1 y consiste 

en el cambio de A por G en la posición 4889 del gen, lo que da como resultado la 

substitución de Isoleucina por Valina en el codón 462 del producto (Hayashi y cols., 1991). 

Los efectos del polimorfismo CYP1A1*2C sobre la expresión e inducibilidad de la enzima 

son mayores en comparación con los observados para el alelo CYP1A1*1 normal o 

silvestre, lo que se ve reflejado en altos niveles de RNAm y por una mayor inducción 

debida al 3-metilcolantreno (3-Mc) en linfocitos de individuos con este polimorfismo 

(Cosma y cols., 1993; Crofts y cols., 1994; Taioli y cols., 1995). No obstante, con respecto 

a la actividad enzimática los resultados son ambiguos, ya que en algunos estudios se 

reporta una mayor actividad en el metabolismo de BaP (Kiyohara y cols., citado en 

Wormhoudt y cols., 1999), mientras que en otros casos no se observa una mayor 

actividad cuando se compara con el alelo normal (Zhang y cols., 1996).  
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Tabla 2: Polimorfismos del gen CYP1A1 

AAlleelloo  Cambio de 
nucleótidos 

Exón / 
Intrón 

Cambio de 
aminoácido 

Frecuencia Población 

CYP1A1*1A  

(Jaiswal y cols., 1985; Kawajiri y 
cols., 1986) 

   

79 % a 

41 % a 

65 % a 

63 % a 

64 % a 

caucásica a 

asiática a 

afro-americana a 

africana a 

latinoamericana a 

CYP1A1*2A 

(Spurr y cols., 1987) 

T por C 3801 
            (6235)c Intrón 7  

12 % a 

37 % a 

24 % a 

24 % a 

20 % a 

caucásica a 

asiática a 

afro-americana a 

africana a 

latinoamericana a 

CYP1A1*2B T por C 3801/  
A por G 2455 

Intrón 7/ 
Exón 7 

Ile 487 Val   

CYP1A1*2C  

(Hayashi y cols., 1991) 

A por G 2455 
            (4889) Exón 7 Ile 487 Val 

  9 % a 

22 % a 

  3 % a 

  0     a 

16 % a 

caucásica a 

asiática a  

afro-americana a 

africana a 

latinoamericana a 

CYP1A1*3  

(Crofts y cols., 1993) 

T por C  3205 
             (5996) Intrón 7  

  0     a 

  0     a 

  8 % a 

13 % a 

  0     a 

caucásica a 

asiática a 

afro-americana a 

africana a 

latinoamericana a 

 CYP1A1*4  

(Cascorbi y cols., 1996) 

 
C por A  2453 
             (4887) 

Exón 7 Thr 461 Asn    3 % b     caucásica b 

CYP1A1*5  

(Chevalier y cols., 2001) 
C por A  2461 Exón 7 Arg 464 Ser   1.7 % caucásica (franceses) 

CYP1A1*6  

(Chevalier y cols., 2001) 
G por T  1636 Exón 4 Met 331 Ile   0.8 % caucásica (franceses) 

CYP1A1*7  

(Saito y cols., 2003) 

 
Inserción de T  
2346_2347 

 Codón de paro  japonesa 

CYP1A1*8  

(Saito y cols., 2003) 
T por A  2414  Ile 448 Asn  japonesa 

CYP1A1*9  

(Saito y cols., 2003) 
C por T  2461 Exón 7 Arg 464 Cys  japonesa 

CYP1A1*10 

(Saito y cols., 2003) 
C por T  2500 Exón 7 Arg 447 Trp  japonesa 

CYP1A1*11  

(Saito y cols., 2003) 
C por G 2546 Exón 7 Pro 492 Arg   0.8 % japonesa 

 

a (Garte, 1998) 
b (Wormhoundt y cols., 1999) 
c  La numeración entre paréntesis es a partir del sitio de inicio de la trascripción . 
La referencia que acompaña el nombre del alelo se refiere a su primera descripción. 

 

     Desde su descubrimiento, el polimorfismo CYP1A1*2C ha sido asociado con un 

aumento en el riesgo de desarrollar varios tipos de cáncer (Kawajiri, 1999), y en población 
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japonesa se pudo demostrar una asociación entre individuos homócigos para el 

polimorfismo CYP1A1*2C y carcinoma de células escamosas de pulmón (Nakachi y cols., 

1993; Kawajiri, 1999). No obstante, esta correlación entre cáncer y CYP1A1*2C no ha 

sido tan contundente en otras poblaciones humanas, por ejemplo: en algunos estudios 

llevados a cabo en población germana y china, sólo encontraron un “posible”  incremento 

en el riesgo a desarrollar cáncer de pulmón (Cascorbi y cols., 1996; Chen y cols., 2001, 

Song y cols., 2001), mientras que en otras investigaciones realizadas en población 

finlandesa, afro-americana y china, no se encontró tal asociación (Hirvonen y cols., 1992; 

Taioli y cols., 1998; London y cols., 2000). 

     Con respecto a otros tipos de cáncer, algunos autores como Bailey y cols. (1998) 

hallaron que CYP1A1*2C no representa un factor de susceptibilidad para cáncer de mama 

en mujeres caucásicas y afro-americanas. Por otro lado, Sivaraman y cols. (1994) y Park 

y cols. (1997), encontraron que la presencia del polimorfismo CYP1A1*2C  puede 

incrementar el riego de cáncer colorrectal en hawaianos y el cáncer oral en caucásicos 

respectivamente.  

     Por otro parte, recientemente se encontró que fumadores homócigos para el 

polimorfismo CYP1A1*2C  presentaron una mayor frecuencia de mutaciones en el gen 

p53 (Kawajiri y cols., 1996; Lazarus y cols., 1998), el cual participa como regulador en la 

división celular y es considerado como un gen supresor de tumores. Esta alta frecuencia 

de mutación en fumadores se explica por un alto grado de bioactivación de compuestos 

presentes en el humo del cigarro, como el BaP, lo cual es debido a la mayor actividad 

catalítica reportada para la AHH cuando se presenta el cambio de Isoleucina por Valina 

en el codón 462 de la enzima. Otros estudios han estado encaminados a buscar una 

asociación entre la presencia de CYP1A1*2C y daño genotóxico, mediante el empleo de 

varios biomarcadores de genotoxicidad como aberraciones cromosómicas, intercambio de 

cromátidas hermanas y micronúcleos, los cuales son indicadores citogenéticos de una 
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alteración como resultado de la exposición a xenobióticos (Salazar, 1994), encontrando 

resultados negativos en la mayoría de ellos, no así cuando se evaluó un biomarcador 

molecular, como la formación de aductos en el ADN por la exposición a hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (Pavanello y Clonfero, 2000) 

     Con respecto a las diferencias que se observan en los distintos estudios de 

CYP1A1*2C y su relación con un aumento en el riesgo a padecer algún tipo de cáncer, 

existen varias posibles causas que pueden estar influyendo en los resultados disímiles 

que se reportan y las cuales mencionaremos brevemente. En primer lugar está el 

considerar de forma aislada al polimorfismo, es decir, de manera general se estudia la 

presencia de esta mutación y se reporta su frecuencia sólo en combinación con el alelo 

nativo o CYP1A1*1. Sin embargo, dado que este gen presenta varios sitios polimórficos, 

es posible que la susceptibilidad conferida a una persona sea la combinación de varios 

SNPs presentes en el gen, o la interacción con algunos otros genes, que pueden incluir a 

alguno de los muchos genes de susceptibilidad a cáncer distribuidos en todo el genoma 

(Garte, 1998). De hecho, en poblaciones asiáticas y caucásicas se llegó a pensar que la 

susceptibilidad en determinadas personas se debía a un desequilibrio de enlace 

(asociación no aleatoria de alelos en diferentes loci del mismo cromosoma) entre 

CYP1A1*2A y CYP1A1*2C, (Hayashi y cols., 1991; Hirvonen y cols., 1992), es decir, a la 

presencia de ambas mutaciones en un mismo alelo de un individuo, lo cual no se encontró 

en otros grupos poblacionales como los afro-americanos (Garte, 1998).   

     Otra tendencia de los últimos años es el estudio en conjunto de enzimas de primera y 

segunda Fase. Al respecto, la mayor cantidad de evidencia existente sugiere que la 

combinación de GSTM1 nulo (deleción del gen que codifica para una enzima de glutatión 

S-transferasa de la clase mu) y ciertas variantes alélicas de CYP1A1 incrementan 

significativamente el riesgo de cáncer de pulmón en población japonesa, china y 

caucásica  (Nakachi y cols., 1993; Kihara y cols., 1995; Hayashi y cols., citado en Fryer y 
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Jones, 1999; Chen y cols., 2001;Hung y cols., 2003) o confieren un mayor riesgo de sufrir 

mutaciones en el gen p53 (Kawajiri y cols., 1996). No obstante, pese a estas 

observaciones y a la lógica de que al presentarse alterados dos de los más importantes 

sistemas enzimáticos involucrados en la biotransformación de xenobióticos, se puede 

ocasionar un mayor daño en el ADN y con ello, causar mutaciones que favorezcan el 

desarrollo de células cancerosas, aún no está bien establecido el efecto que estos 

polimorfismos combinados tendrían sobre la susceptibilidad a padecer algún tipo de 

cáncer.  

     Desde luego, no debe olvidarse el papel que desempeña el ambiente en el 

padecimiento de cáncer y otro tipo de enfermedades, ya que las interacciones que se dan 

con éste pueden ocurrir de diferentes maneras. Así, la exposición a diferentes 

concentraciones a las que se exponen los individuos, la exposición a una mezcla de 

compuestos o la exposición simultánea a distintos xenobióticos y el tiempo de exposición, 

son factores determinantes en la inducción del cáncer (Vineis y Martone, 1995; Vineis y 

cols., 1999).  

     Otra explicación para las discrepancias observadas, respecto al papel de CYP1A1*2C 

y un incremento en la susceptibilidad a cáncer, hace referencia a las diferentes 

frecuencias alélicas que existen entre las poblaciones. Por ejemplo, como se ha 

mencionado, este polimorfismo es asociado con un riesgo a padecer cáncer de pulmón en 

población japonesa, no así en otros grupos como caucásicos o afro-americanos, lo que 

puede deberse a la baja frecuencia de CYP1A1*2C en estas poblaciones, por lo que de 

querer encontrar una asociación en estudios caso-control en caucásicos, se requeriría de 

al menos 500 o 1000 personas para tener un valor estadístico satisfactorio, sin embargo, 

la mayoría de los estudios publicados no tienen un muestra poblacional que compense la 

baja frecuencia de este alelo (Garte, 1998). 
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     Por último, otro aspecto importante que debe tomarse en cuenta cuando se trabaja con 

SNPs es que la técnica utilizada para detectar la mutación sea eficaz en su cometido o de 

lo contrario, se corre el riego de posibles errores al determinar las frecuencias alélicas en 

distintas poblaciones humanas (Garte, 2001). En el caso de CYP1A1*2C, su 

determinación ha sido realizada principalmente empleando técnicas como la PCR alelo-

específica (ASPCR, por sus siglas en Inglés) y los polimorfismos en la longitud de 

fragmentos de restricción (RFLP, por sus siglas en Inglés) en un menor grado, así como 

por otras técnicas como la de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP, por 

sus siglas en Inglés)  (Shields y cols., 1993; Katoh y cols., 1995; Cascorbi y cols., 1996; 

Kawajiri, 1999). 

DETERMINACIÓN DE CYP1A1*2C 

La detección y caracterización de mutaciones ha sido históricamente importante en 

muchos campos de la Biología y la Medicina. Con el desarrollo de la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se revolucionó el estudio de los 

desórdenes genéticos y los métodos para la detección de mutaciones en los laboratorios 

(Eeles y Stamps, 1993). 

     El concepto de la PCR se debió a Kary Mullis en 1983 y se aplicó por primera vez en el 

diagnóstico prenatal de la anemia falciforme (Mullis y Faloona, 1987; White y cols., 1989). 

La técnica de PCR es una estrategia “in vitro” que permite la amplificación de un 

fragmento específico de ADN en unas cuantas horas y consta de una serie de ciclos 

continuos e idénticos, que a su vez se dividen en tres fases que son designadas como 

desnaturalización, alineamiento y síntesis o extensión respectivamente. 

     Para realizar este procedimiento se requiere de la presencia de ADN, la mezcla de los 

cuatro desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs), dos oligonucleótidos o cebadores que 

delimitan el tamaño del fragmento que se va a amplificar y una enzima polimerasa que 

lleva a cabo la síntesis. La amplificación inicia con la desnaturalización mediante altas 
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temperaturas (94-95°C) del ADN de doble cadena en presencia de un exceso de los dos 

oligonucleótidos, los cuatro dNTPs y la enzima polimerasa obtenida del microorganismo 

Thermus aquaticus. En este paso, las dos cadenas se separan dando lugar a cadenas 

sencillas de ADN.  

     En la segunda fase, la temperatura de la reacción es disminuida para permitir que los 

oligonucleótidos iniciadores se unan por complementaridad a las cadenas sencillas de 

ADN por su extremo 5’ y funcionen como iniciadores de la síntesis. Típicamente estos 

oligonucleótidos tienen secuencias diferentes entre sí y su temperatura de unión depende 

de la longitud y secuencia de los oligonucleótidos. Finalmente, la tercera fase consiste en 

la síntesis de las nuevas cadenas de ADN, por medio de la ADN polimerasa a una 

temperatura de 70-72°C regularmente (Figura 3). Como resultado, los productos 

generados durante cada ciclo sirven como moldes para las siguientes amplificaciones. De 

esta manera, en cada ciclo se espera una duplicación de la cantidad de ADN amplificado 

y el principal producto de la reacción es el fragmento de nuestro interés, que en los 

extremos 5’ tiene incorporados a los oligonucleótidos y su longitud está definida por la 

distancia entre ambos iniciadores (Herrera, 1998).  

     Uno de los aspectos más importantes para determinar la fidelidad y rendimiento de la 

PCR es el grado de especificidad de la hibridación de los oligonucleótidos a la cadena 

molde (Ruiz, 2001). Básicamente, este parámetro va a depender de la adecuada 

selección de los cebadores, los cuales además, establecerán el tamaño y el sitio donde se 

formará el producto de la PCR; la composición de nucleótidos de los cebadores 

determinará también la temperatura de hibridación de éstos a sus sitios correspondientes, 

parámetro físico que ha demostrado ser de enorme importancia para una amplificación 

exitosa (Dieffenbach y cols., 1995).  

     Es por esto que deben hacerse algunas consideraciones al momento de la elección de 

los cebadores, entre ellas:  
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cebador A 

Secuencia del 
oligo B 

Ciclo 1 Cliclo 1: Durante el primer ciclo de la PCR, una 
nueva cadena de ADN es sintetizada por cada 
cebador, produciendo secuencias 
complementarias al templado original. 

Secuencia del 
oligo A 

A 

cebador B A 

B 

Ciclo 2 Cliclo 2: Las cadenas de DNA son 
nuevamente desnaturalizadas y los cebadores se 
alinean a las cadenas originales, así como a las 
cadenas sintetizadas durante el primer ciclo. La 
polimerización procede como antes, pero en el 
último caso, la síntesis de nuevo ADN  termina 
donde se unió el cebador anterior al templado 
original, amplificándose así el fragmento de 
tamaño específico de nuestro interés. 

Cliclo 3: Se realiza una nueva síntesis de cada 
cadena de ADN, sin embargo, el número de 
fragmentos de tamaño específico, sintetizados 
durante el segundo ciclo se duplica, mientras que 
el templado original se sintetiza solamente una 
vez.   

B 

cebador A 

Secuencia del 
oligo A 

Secuencia del 
oligo B 

Ciclo 3 

 
Figura 3: Amplificación de ADN por medio de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Tomado 
de Eeles y Stamps, 1993) . 
 

1. La longitud del oligonucleótido. La especificidad es generalmente controlada por el 

largo del oligo. Oligonucleótidos entre 18 y 25 pb son bastante específicos y trabajan 

muy bien en protocolos de PCR estándar, lo que les permite ser usados en una amplia  

variedad de condiciones experimentales. Oligos de 15 pb o menos, son útiles sólo en 

un limitado número de protocolos de PCR, como en el mapeo al azar de genomas 

simples (dependiendo del tamaño del genoma del organismo), ya que este tipo de 

oligos resultan menos específicos. Por último, oligos de 28 a 35 pb son usados 
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cuando la región a amplificar presenta un cierto grado de heterogeneidad, puesto que 

un mayor número de bases en el oligo le permiten tener una mejor estabilidad y 

especificidad con el templado. Un ejemplo de su uso es la amplificación de secuencias 

tales como la del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que se caracteriza por 

la presencia de variaciones en su secuencia genética (Dieffenbach y cols., 1995). 

2. El extremo 3’. La perfecta complementariedad entre el extremo 3’ de un oligo y el 

extremo 5’ del templado es esencial, para la amplificación de un fragmento de ADN. 

Esto se debe a que la ADN polimerasa cataliza la adición de nucleótidos a partir de 

este extremo en adelante. 

3. Porcentaje de G:C. Una idea ampliamente sostenida considera que el porcentaje de 

G:C debe ser entre un 40 y 60 % (Fanning y Gibbs, 1997), lo que favorece la 

estabilidad ente los oligonucleótidos y el templado (Eeles y Stamps, 1993). Sin 

embargo, de ser superior se podría favorecer la unión inespecífica entre un cebador y 

la cadena molde, promoviéndose la amplificación incorrecta por parte de la enzima 

polimerasa, sobre todo si la zona rica en G:C se encuentra en el extremo 3’ o próxima 

a éste (Dieffenbach y cols., 1995). 

     Estas consideraciones pueden ayudarnos a evitar ciertos problemas, como son: la 

formación de estructuras secundarias u horquillas (plegamiento de un oligonucleótido 

consigo mismo), la complementaridad entre los cebadores y su unión con otro sitio que no 

sea el de nuestro interés, una amplificación inespecífica y la inestabilidad entre los 

oligonucleótidos y la cadena molde. 

     Hay varios procedimientos de amplificación que se utilizan para discriminar entre dos o 

más alelos de un gen basados en diferencias de un solo nucleótido o SNP (Ayyadevara, 

2000). Con respecto a la determinación del polimorfismo CYP1A1*2C, en la mayoría de 

los estudios realizados se ha empleado una técnica conocida como PCR alelo-específica 

(ASPCR o ASO). Esta técnica se basa en el principio de una unión incorrecta de la base 
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en el extremo 3’ del oligonucleótido (de la cual depende la extensión de un oligo) con la 

secuencia blanco. De este modo se llevan a cabo dos reacciones paralelas, empleando 

un oligonucleótido común para ambas reacciones y oligonucleótidos específicos para 

cada alelo respectivamente, es decir, que se diseña un oligo que se alinea a la secuencia 

“normal”, así como otro oligo que se une a la secuencia con la “mutación” (Rolfs y cols., 

1992; Newton, 1995; McPherson y Moller, 2001).  

     Este método es rápido y sencillo de realizar, sin embargo, presenta ciertas desventajas 

como son:   

a) La falta de amplificación puede significar el fracaso de la PCR o al contrario, la 

amplificación de una banda puede ser resultado de un falso positivo, lo que sucede 

cuando las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo la PCR no son las óptimas 

(Blömeke y Shields, 1999). Entre los factores que más afectan la reacción, se 

mencionan las altas concentraciones del Ion Mg2+, la enzima y los oligonucleótidos, 

además de bajas temperaturas de alineamiento (Newton, 1995). Del mismo modo, 

otros componentes como la cantidad y pureza del ADN que se usa como molde y 

desde luego, la adecuada elección de los cebadores deben tomarse en cuenta.  

b) Se requieren dos reacciones para determinar si un individuo es heterocigoto u 

homocigoto para uno de los dos alelos que se estudie (Bottema y Somer, 1995). 

c) La amplificación de un segundo producto puede ser necesaria como control interno, 

esto es, que se puede añadir a la reacción otro par de oligos que amplifiquen una 

secuencia constante en el genoma, tratando de asegurar de este modo el correcto 

funcionamiento de la técnica (Bottema y Somer, 1995). 

     Por lo anterior, el uso de metodologías alternativas puede resultar más eficaz para 

identificar el polimorfismo de CYP1A1*2C. La más usada es la técnica por polimorfismos 

en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP), que de manera breve consiste en 

amplificar un segmento del gen de interés, en donde sabemos se encuentra el sitio del 
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polimorfismo que buscamos; una vez obtenido el fragmento, se digiere por medio de una 

enzima de restricción o endonucleasa (la cual es una enzima que reconoce y corta sitios 

específicos dentro del genoma). Se elige una enzima que reconozca la secuencia del sitio 

del polimorfismo, ya sea porque corta cuando se tiene la secuencia nativa o porque la 

mutación introduce un nuevo sitio de corte; de tal modo que la longitud y el número de los 

fragmentos de ADN que se obtienen al digerir el alelo con la mutación debe ser diferente 

a la longitud y número de los fragmentos que se forman de un alelo nativo (Yap y McGee, 

1994).  

     Entre los inconvenientes que se pueden presentar al emplear esta técnica, cabe 

mencionar la inadecuada digestión del fragmento de ADN, a consecuencia de una 

temperatura que no sea la óptima para la enzima, que el amortiguador que se emplea no 

sea el adecuado o que el tiempo en el cual se lleva a cabo la digestión no sea el 

suficiente, no obstante, la especificidad con que la enzima reconoce su secuencia blanco 

hace muy confiable el resultado, una vez que se estandarizan las condiciones para su 

reacción. 

     Como se indicó anteriormente, la mayoría de los estudios realizados para determinar 

este polimorfismo han sido mediante ASPCR. Sin embargo, dadas las contrariedades que 

esta técnica puede presentar, como ya se explicó, y por la importancia que tiene la 

adecuada identificación de variantes alélicas del gen CYP1A1 en las distintas poblaciones 

humanas, en el presente trabajo se realizó la comparación de los dos métodos 

mencionados previamente, para poder establecer cual resultaba más conveniente en 

términos de eficiencia, al momento de hacer la determinación del polimorfismo 

CYP1A1*2C.  
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HHIIPPÓÓTTEESSIISS  

La técnica de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP) resulta 

menos falible que la técnica de PCR alelo-específica (ASPCR) reportada en la literatura, 

para la correcta identificación del polimorfismo CYP1A1*2C en grupos humanos. 

 

 

OOBBJJEETTIIVVOOSS  

Objetivo general 

Comparar las técnicas de PCR alelo-específica y la técnica de polimorfismos en la 

longitud de fragmentos de restricción en la determinación de CYP1A1*2C. 

 

Objetivos particulares 

1. Determinar el polimorfismo CYP1A1*2C por la ASPCR más utilizada. 

2. Determinar el polimorfismo CYP1A1*2C por el método alternativo de RFLP. 

3. Reportar la frecuencia alélica de CYP1A1*2C en una muestra de individuos 

mexicanos, con uno y otro método. 
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MMAATTEERRIIAALL  YY  MMÉÉTTOODDOO  

 

Muestra poblacional 

La determinación del polimorfismo CYP1A1*2C se realizó en 55 individuos mexicanos de 

los cuales 45 presentaron antecedentes de padres y abuelos mexicanos. Del total de la 

muestra 47 fueron hombres y 6 mujeres (dos personas no fueron identificadas en cuanto 

a su género), con una edad promedio de 48 años, entre los 20 y los 84 años, todos ellos 

residentes del estado de Coahuila, México.  

Obtención de ADN 

El ADN se obtuvo de sangre total de la siguiente forma:  

a) Preparación de las células y lisis celular 

A 5 ml de sangre se le añadieron 35 ml de buffer de lisis (Sacarosa 0.3 M, Tris-HCl 10 

mM, pH 7.5, Tritón X-100 1%) y se mezclaron manualmente. Posteriormente se 

centrifugó la muestra a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C y se desechó el 

sobrenadante. A continuación se añadieron a la pastilla 2 ml de reactivo “B” (Tris-HCl 

400 mM, Na-EDTA 60 mM, NaCl 150 mM, SDS 1%) mezclando para resuspender y 

transfiriendo el material a un tubo estéril de 15 ml. 

b) Eliminación de proteínas 

Se añadió a la mezcla 0.5 ml de NaClO4 5 M y se agitó a temperatura ambiente 

durante 16 min. Enseguida se incubó la muestra en un termoblock a 65°C durante 30 

min.  

c) Extracción de ADN  

 Se añadieron 2 ml de cloroformo a la muestra y se agitó a temperatura ambiente 

durante 10 min. Después se centrifugó a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C para obtener 

dos fases. 
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d) Precipitación de ADN 

Se tomó la fase superior (que contiene al ADN) y se transfirió a un tubo estéril de 15 

ml. A continuación se adicionó un volumen igual de etanol absoluto frío y se mezcló 

suavemente hasta observar el ADN.  

e) Lavado de ADN 

Se transfirió el ADN con la punta de una pipeta estéril a un tubo Eppendorf estéril de 

1.5 ml. Posteriormente se adicionó 1 ml de etanol al 80% y se centrifugó a 8000 rpm 

durante 1 min; se desechó el etanol completamente, y se dejó secar el ADN al menos 

1 hora. 

f) Resuspensión de ADN  

El ADN se resuspendió en 0.15 ml de Buffer “TE” (Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, Na-EDTA 

1 mM, pH 8) y se calentó a 60°C toda la noche.  

 

Determinación de la concentración de ADN 

La concentración y pureza del ADN se midió a una longitud de 260 nm en un 

espectrofotómetro de luz UV-Visible (Perkin Elmer, modelo MBA 2000). De esta 

concentración se tomó un volumen de DNA para tener 10 a 20 ng en cada reacción de 

PCR. 

 

Determinación de genotipos por la PCR alelo-específica 

La amplificación del polimorfismo CYP1A1*2C se realizó utilizando dos oligonucleótidos 

de 20 pb cada uno (Hirvonen y cols., 1992), designados como 2a (Ile) 5’-AAG ACC TCC 

CAG CGG GCA AT-3’ y 2g (Val) 5’-AAG ACC TCC CAG CGG GCA AC-3’, el cual 

presentaba el cambio de base que distingue al polimorfismo CYP1A1*2C en el extremo 3’  

 
 
 



 30 

-5350- 3’ -tcagaggcctaaggacctcctaaccctagcaggcctcctggctcaagcacaacttgggaaggctccatcagcatctatgt 

ggccctgttttacctgttgtctctggagggtgtgcagaggcaagtccagggtaggggcaggcaggatcccttaggcttgcccacagcccag 

atagcaaaactgcagccagatcagtgtctatgagtttcaggctgaaccttagaccacataggccagcctgctggtctggctgcccaaccag 

accaggtagacagagtctaggcctcagggctctcaagcacctaagagcgcagctgcatttggaagtgctcacagcaggcatgcttcatgg 

ttagcccatagatgggggtcatgtccaccttcacgcccagtggcacgctgaattccacccgttgcagcaggatagccaggagagaaagac 

ctcccagcgg[gcaa(t)ggt]ctcaccgatacacttccgcttgcccatgccaaagataatcaccttctcacttaacaccttgtcgatagacca 

tcaggggtgagaaaccgttcaggtaggaactcgatgggttgacccatagcttcctgtaaccagagggagacagctgaagtggcagttcagg 

gctcagaagtgtcaagtgagtggagctccagccccaaaggatagaggacaggcaagcagcccatggacaggaggatcaat[gcaatga 

t]tgtattaatcatatataagagcttaagagggtggacccagcctttc- 5’  -4590- 

 

Fragmento amplificado por RFLP 760 pb 

Fragmento amplificado por PCR alelo-específica 322 pb 

 
Figura 4: Secuencia genética del gen CYP1A1: en negritas se encuentran los oligonucleótidos 
utilizados en este trabajo, ( ) el sitio polimórfico, [[ ]] sitios de restricción para BsrDI , - - marca la 
posición del fragmento dentro de la secuencia del gen. 
 

(Figura 4). Ambos oligos se usaron en reacciones paralelas con otro oligonucleótido de 21 

pb, que se une 302 pb en dirección 3’ después del sitio polimórfico y el cual se designó 

como C53: 5’-GAA AGG CTG GGT CCA CCC TCT-3’ (ver secuencia complementaria en  

el extremo 3’ de la figura 4). El empleo de los oligos C53 y 2a (Ile) da un producto de 322 

pb para el homócigo nativo, la combinación entre C53 y 2g (Val) amplifica un fragmento 

del mismo tamaño para homócigos con el polimorfismo, y una amplificación de ambos 

productos distingue a individuos heterócigos (Figura 5).  

     La estandarización de esta reacción se hizo con muestras de DNA de donadores del 

laboratorio, probando tres diferentes concentraciones de MgCl2 (1 mM, 2 mM y 3 mM) 

para la unión de los oligonucleótidos y diferentas temperaturas. Finalmente se llegó a las 

condiciones descritas a continuación: en un volumen total de 20 µl , la reacción se efectuó 

con un paso de desnaturalización a 94°C por 3 min y repitiendo 29 veces el siguiente 

ciclo: un paso de desnaturalización a 94°C por 30 seg y un paso de alineamiento y 

extensión a 70°C por 45 seg. Al término del último ciclo se realizó un paso final de  
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2072 pb 

1500 pb 

600 pb 

100 pb 

 M 100 pb         Ile             Val 

322 pb  322 pb 

A 

 M 100 pb        Ile             Val 

322 pb 

B 

 M 100 pb       Ile          Val 

C 

  322 pb 

 
Figura 5: Amplificación con la PCR alelo-específica: A) muestra un individuo heterócigo al presentar la 
amplificación con los dos cebadores, B) muestra un individuo homócigo para el alelo nativo y C) un 
individuo homócigo para el alelo con el SNP. 
 

extensión a 70°C por 3 min. A continuación, los productos de las reacciones llevadas a 

cabo de manera simultánea se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 

1.5% (Invitrogen Life Technologies). 

 

Determinación de genotipos por RFLP 

La determinación del polimorfismo CYP1A1*2C por RFLP se realizó amplificando 

inicialmente un fragmento de 760 pb por medio de dos oligonucleótidos. El primero de 

ellos se designó como OJA10: 5’-TCA GAG GCC TAA GGA CCT CCT AAC C-3’ 

(diseñado y donado por el  Dr. Rafael Camacho Carranza, Departamento de Medicina 

Genómica y Toxicología Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM) 
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M 50pb           Ile/Ile        Val/Val                le/Val 

50 pb 

100 pb 
pb 

150 pb 

200 pb 

250 pb 

300 pb 

350 pb 

450 pb 

600 pb 

800 pb 

461 pb 

253 pb 

 46 pb 46 pb 

714 pb 

46 pb 

714 pb 

461 pb 

253 pb 

 
Figura 6: Patrón de bandas formadas por la enzima BsrDI a partir de la técnica  de RFLP. 

 

que se une 456 pb antes del sitio polimórfico, mientras que el segundo oligo fue C53 que 

es el mismo que se empleó para la determinación por la PCR alelo-específica (Figura 4). 

     La estandarización de la reacción se hizo de la misma manera que con la reacción 

anterior, probando el rango de concentración de MgCl2 desde 1 mM a 3 mM y diferentes 

temperaturas de alineamiento de los cebadores a la cadena molde, con base en la 

temperatura de fusión proporcionada por los fabricantes (Invitrogen Life Technologies) y 

determinada en el diseño de los oligonucleótidos. Las condiciones encontradas para la 

amplificación de nuestras muestras fueron: en un volumen total de 25 µl, la reacción se 

efectuó calentando la muestra a 94°C por 3 min e inmediatamente después se repitió 29 

veces el siguiente ciclo: un paso de desnaturalización a 94°C por 30 s, un paso de 

alineamiento a 60°C por 30 s y un paso de extensión a 72°C por 45 s. Al término del 
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último ciclo se realizó un paso final de extensión a 72°C por 3 min. El producto se 

visualizó por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% (Invitrogen Life Technologies). 

     Posteriormente el producto se sometió a digestión enzimática con la enzima BsrDI, la 

cual reconocería sitios de división en el fragmento amplificado de acuerdo con la siguiente 

secuencia: gcaatgnn  (donde n es cualquier nucleótido). La digestión fue llevada a cabo 

en un volumen total de 10µl (5 µl de producto, 0.5 µl de enzima, 1µl de Buffer R+ y 3.5 µl 

de H2O) durante 7 hrs en un termoblock a 65°C y el producto se visualizó en un gel de 

agarosa al 3% de la siguiente forma: los individuos homócigos para el alelo nativo 

presentan tres bandas de 461, 253 y 46 pb  respectivamente (resultado del corte en dos 

sitios de restricción); los individuos homócigos para el alelo mutado sólo presentan dos 

bandas de 714 y 46 pb cada una (resultado del corte en un sitio de restricción) y los 

individuos heterócigos muestran las cuatro bandas antes mencionadas (Figura 6). 

     Los oligonucleótidos fueron obtenidos de Invitrogen Life Technologies y la enzima fue 

comprada a New England Biolabs. Todas las reacciones se llevaron a cabo en un 

termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf.    

 

Cálculo de frecuencias genotípicas y alélicas 

Las frecuencias genotípicas se obtuvieron al dividir el número de casos de cada genotipo 

entre el total de la muestra. A partir de estos datos se calcularon las frecuencias alélicas 

(Eguiarte, 1999). Para el caso de un locus con dos alelos, son como sigue: 

p = D + ½ (H)  

q = R + ½ (H) 

p + q = 1 

donde p y q corresponden a las frecuencias alélicas, D y R a las frecuencias de los 

genotipos homócigos y H a la de los heterócigos. 
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     Simultáneamente se obtuvieron las frecuencias genotípicas esperadas, con base en la 

ley del equilibrio de Hardy-Weinberg: 

p2 + 2pq + q2 = 1 

     Esta ley indica que en una población, a partir de cualquier frecuencia genotípica inicial 

(D, H, R), a la siguiente generación se da la relación:  

D = p2 

H = 2pq  

R = q2 

     Siempre y cuando se cumplan las siguientes cuatro condiciones: a) que el tamaño de 

la población sea muy grande, b) que todos los apareamientos se lleven a cabo al azar, c) 

que todos los alelos sean igualmente viables y d) que no lleguen alelos de fuentes 

externas. 

     Se aplicó la prueba de X2 (ji-cuadrada) para probar la concordancia entre las 

frecuencias genotípicas observadas y las esperadas. 

 

Análisis de los oligonucleótidos 

Finalmente, se realizó un análisis a los oligonucleótidos empleados en la técnica de la 

ASPCR a través del programa OLIGO, evaluando los parámetros de complementaridad  

entre los cebadores, contenido de G:C y temperatura de alineamiento, medidas que son 

de gran importancia para el adecuado desarrollo de la PCR. 
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RREESSUULLTTAADDOOSS  

 

Determinación de genotipos 

De la muestra total los genotipos observados por ASPCR fueron 5 homocigotos nativos, 2 

homocigotos con el cambio de nucleótido A por G y 48 heterocigotos. Por otro lado, los  

genotipos obtenidos mediante RFLP fueron 12 homocigotos nativos, 13 homocigotos con 

el SNP y 30 heterocigotos. Imágenes de los genotipos producto de la ASPCR y RFLP 

respectivamente son mostradas en la figuras 7 y 8, mientras que los genotipos por cada 

individuo pueden observarse en la tabla 3.  

 

Frecuencias genotípicas y alélicas 

La frecuencia alélica de CYP1A1*2C (q) fue de 0.47 y 0.51 a partir de las frecuencias 

genotípicas obtenidos por ASPCR y RFLP respectivamente, las cuales son mostradas en 

la tabla 4, así como las frecuencias genotípicas observadas y esperadas con cada 

técnica. 

Al aplicar la prueba de ji-cuadrada, no se encontró concordancia entre las frecuencia 

genotípicas observadas y esperadas a partir de los datos derivados de la técnica de 

ASPCR, cuyo valor de X2 igual a 55 es mayor al valor de tablas 5.99, con un nivel de 

significancia de 0.05 y 2 grados de libertad. En contraste, los resultados obtenidos por 

RFLP mostraron una concordancia entre las frecuencias genotípicas observadas y 

esperadas, con un valor de X2 igual a 0.64, menor al valor de tablas con el mismo nivel de 

significancia y grados de libertad. 
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Figura 7: Muestras amplificadas con la ASPCR: a los lados del marcador de 100 pb se observa la 
amplificación de cuatro muestras con los oligonucleótidos 2a (Ile) (izquierda) y 2g (Val) (derecha), lo que señal 
a estos individuos como heterocigotos. 

 

 

Figura 8: Muestras amplificadas por RFLP: de izquierda a derecha, los carriles 2 y 3 muestran a dos 
individuo heterocigotos, 4 y 5 a dos individuos homocigotos para el alelo mutado, 6 y 7 a dos 
individuos homocigotos para el alelo “nativo”.   
 
 
 

Marcador 
de 100 pb 

322 pb 

714 pb 

461 pb 

 253 pb 

200 pb 

350 pb 

800 pb 

600 pb 

Donadores    a           b           c         d    a           b           c         d 

Marcador 
de 50 pb 
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Tabla 3: Determinación de genotipos por la ASPCR y por RFLP 

Determinación de genotipos por  ASPCR Determinación de genotipos por RFLP 
Muestra Homocigotos 

nativos 
Heterocigotos Homocigotos 

con el SNP 
Homocigotos 

nativos 
Heterocigotos Homocigotos 

con el SNP 
1  +  +   
2  +    + 
3  +  +   
4  +  +   
5  +    + 
6  +   +  
7  +  +   
8  +  +   
9  +    + 

10  +   +  
11  +   +  
12 +   +   
13  +   +  
14  +   +  
15   +   + 
16  +   +  
17  +   +  
18  +   +  
19  +   +  
20  +   +  
21  +   +  
22  +   +  
23  +  +   
24  +    + 
25  +   +  
26   +   + 
27  +    + 
28  +   +  
29  +  +   
30 +    +  
31  +  +   
32 +    +  
33  +   +  
34  +    + 
35  +   +  
36  +   +  
37  +   +  
38 +   +   
39 +    +  
40  +    + 
41  +    + 
42  +   +  
43  +   +  
44  +  +   
45  +   +  
46  +   +  
47  +    + 
48  +   +  
49  +   +  
50  +    + 
51  +  +   
52  +   +  
53  +    + 
54  +   +  
55  +   +  

Total 5 48 2 12 30 13 
Frecuencias 9% 87% 4% 22% 54% 24% 
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Tabla 4: Frecuencias genotípicas y alélicas 
 

 Frecuencias genotípicas por la técnica de  
ASPCR 

Frecuencias genotípicas por  por la técnica 
de RFLP 

Frecuencias 
alélicas 

p = 0.53 y q = 0.47 p = 0.49 y q = 0.51 

 
Homocigotos 
nativos (%) 

Heterocigotos 
(%) 

Homocigotos 
con el SNP 

(%) 

Homocigotos 
nativos (%) 

Heterocigotos 
(%) 

Homocigotos 
con el SNP 

(%) 

Frecuencias 
observadas 

9 87 4 22 54 24 

Frecuencias 
esperadas 

28 50 22 24 50 26 

 

Análisis de oligonucleótidos  

Mediante el análisis con el programa OLIGO no se encontró que los cebadores 2a (Ile) y 

C53, así como 2g (Val) y C53 fueran complementarios entre sí en sus extremos 3’. Por 

otra parte, se descubrieron 6 posibilidades de intracomplementariedad (formación de 

horquillas) para el oligo 2a, 6 para el oligo 2g y 14 para el oligo C53.  

     El contenido de G:C para 2a, 2g y C53 fue de 60%, 65% y 62% respectivamente. La 

temperatura de alineamiento calculada con el programa fue de 57.3°C, tanto para 2a (Ile) 

y C53, como para 2g (Val) y C53.  
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DDIISSCCUUSSIIÓÓNN  

La comparación entre las técnicas de la PCR alelo-específica (ASPCR) y los 

polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP), muestra claras 

diferencias en la determinación del polimorfismo CYP1A1*2C.  

     Estas diferencias pueden ser percibidas a primera vista al momento de comparar el 

genotipo determinado en cada persona por una u otra técnica. De esta manera, al 

emplear la técnica de la ASPCR se obtuvo un número reducido de homocigotos, tanto 

para el alelo nativo como para el alelo que presenta el polimorfismo, mientras que el 

número de heterocigotos fue alto (próximo al 90%). A su vez,  las frecuencias genotípicas 

calculadas a partir de estos datos resultaron muy diferentes de las frecuencias 

genotípicas esperadas, asumiendo que la muestra poblacional con la cual se trabajó se 

encontra en equilibrio con respecto a estos dos alelos. La nula concordancia entre las 

frecuencias genotípicas observadas y esperadas quedó confirmada al emplear la prueba 

de ji-cuadrada, cuyo valor igual a 55 fue muy superior al valor obtenido en tablas, 5.99.  

     En contraste, el número de individuos heterocigotos y homocigotos con el alelo nativo 

y mutado al emplear la técnica de RFLP, fue más acorde con lo esperado para un gen con 

dos alelos e igual viabilidad para los fenotipos a que dan lugar. Asimismo, las frecuencias 

genotípicas observadas a partir de estos datos mostraron concordancia con las 

frecuencias esperadas, calculadas conforme a la fórmula de Hardy-Weinberg. Esto último 

se demostró con la prueba de ji-cuadrada, cuyo valor igual a 0.64 fue menor al valor 

obtenido en tablas.  

     Estos resultados pueden explicarse por las diferencias en la determinación del 

polimorfismo con cada técnica, lo cual se tradujo en los diferentes valores obtenidos al 

momento de calcular las frecuencias genotípicas y alélicas. El método por ASPCR mostró 

muy poca especificidad para reconocer uno u otro alelo, lo que se reflejó en un alto 
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número de heterocigotos. Además, este procedimiento fue poco reproducible, pues al 

repetir el método bajo las mismas condiciones, con muestras de ADN obtenido de 

miembros del laboratorio, se obtuvieron resultados variables, p. e., la amplificación de 

cada alelo mostraba diferente intensidad cada vez, aunque por lo general, el genotipo es 

heterocigoto. Por el contrario, al repetir el procedimiento por RFLP siempre se obtuvo el 

mismo genotipo para cada muestra. 

     Por otro lado, debido a la importancia que tiene la correcta selección de los 

oligonucleótidos en un protocolo para PCR, y más aún, en una variante como la ASPCR, 

se llevó a cabo un análisis de los oligonucleótidos utilizados, con el propósito de 

establecer en qué aspectos estaría fallando el procedimiento. De este modo, el análisis 

realizado a los oligonucleótidos 2a (Ile), 2g (Val) y C53 reveló lo siguiente: 

     La complementaridad entre los cebadores en sus extremos 3’ no reveló ningún 

problema que lograra impedir el correcto funcionamiento de la técnica. Por su parte, la 

potencial formación de horquillas que se observó en cada uno de los cebadores, tampoco 

parece ser la causa de la amplificación inespecífica por parte de la ASPCR, ya que con 

estos eventos seguramente lo que obtendríamos sería una disminución del producto 

amplificado por la formación de dímeros (Rychlik, 2000); quizás esto sí explicaría el por 

qué a menudo la amplificación de una de las muestras hechas en paralelo era menos 

eficiente que en la otra, lo cual se veía en el gel de agarosa como una banda intensa para 

un alelo y una banda tenue para el otro, como se observó en la figura 7 con la muestra 

“a”.  

     En lo relativo al contenido de G:C, éste fue de 60% y 65% para 2a (Ile) y para 2g (Val) 

respectivamente, valores que resultan superiores a lo recomendado en la literatura 

(Fanning y Gibbs, 1997). Este mayor contenido de G:C y la forma en que se encuentran 

distribuidos los diferentes pares de bases en estos oligonucleótidos pudo influir en la 

inespecificidad observada, pues son ricos en G:C en la región cercana al extremo 3’ 
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terminal. Esto hace que los oligonucleótidos sean especialmente estables en su unión a la 

cadena molde y la amplificación ocurriría independientemente de que la T o la C en el 

extremo 3’ estuvieran bien apareadas, es decir, que cualquiera de los alelos podría 

amplificarse con uno u otro oligonucleótido.  

     También se observó que el oligonucleótido 2a presenta una T en el extremo 3’ y se ha 

reportado que el apareamiento de una T con una G (si el DNA correspondiera a un alelo 

con la mutación) tiene un mínimo efecto sobre el producto de la PCR y permite una 

eficiente amplificación independientemente del nucleótido correspondiente en la cadena 

molde (Kwok y cols., 1990). Si esta hubiera sido la única causa de error, se habrían 

encontrado únicamente falsos positivos nativos (Ile) y ningún falso positivo mutado (Val), 

pero esto no fue así. En nuestras determinaciones tuvimos 14 falsos positivos (Ile) y 10 

falsos positivos (Val). 

     Estos resultados son consistentes con las dos posibilidades planteadas anteriormente: 

el alto contenido de G:C cerca del extremo 3’ de los oligonucleótidos específicos 2a (Ile) y 

2g (Val), que causa falsos positivos de los dos alelos, así como la presencia de una T en 

el extremo 3’ de 2a (Ile), que causa una amplificación preferente del alelo Ile, aunque el 

alelo realmente sea Val.  

     Los últimos parámetros evaluados fueron la temperatura de alineamiento y la salinidad 

utilizadas en la reacción. De acuerdo con Hirvonen y cols (1992), en el cual nos basamos, 

la temperatura de alineamiento era de 70°C y 60 mM de salinidad, mientras que la 

temperatura de alineamiento óptima calculada con el programa OLIGO resultó ser de 

57.3°C, tanto para 2a (Ile) y C53, como para 2g (Val) y C53; al mismo tiempo, la salinidad 

óptima calculada fue 50 mM.  

     Aunque ya habíamos probado diferentes temperaturas y concentraciones de MgCl2 

cuando estandarizamos la ASPCR, quisimos ver cómo estos parámetros influirían en la 

determinación de tres genotipos conocidos (un heterócigo y un homócigo para cada uno 
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de los alelos) por RFLP. Probamos tres diferentes temperaturas: 58°C, 63°C y 70°C, y 

contenido de MgCl2: 3 mM, 2 mM y 1 mM, y encontramos que a 63°C y 70°C la 

amplificación era más limpia, mientras que a 58°C, se obtuvo nuevamente una gran 

cantidad de amplificaciones inespecíficas o “mispriming”. Sin embargo, a la temperatura 

de 63ºC el alelo mutado casi no se amplificó, sólo la muestra del donador 2 mostró una 

débil amplificación (Figura 9). La concentración de MgCl2 aparentemente alteró la 

eficiencia de la amplificación, sólo en las temperaturas de 63 y 70ºC, en las que algunas 

de las reacciones de cada donador se vieron afectadas, no obstante, su efecto no 

contribuyó a mejorar la especificidad de cada cebador por su correspondiente alelo. Así, a 

58ºC los tres donadores resultaron heterócigos con las tres concentraciones de MgCl2, a 

63ºC los tres fueron homócigos Ile/Ile, y a 70ºC, dependiendo de la concentración de 

MgCl2, el donador 1 fue heterócigo a 3 mM, dudosamente heterócigo a 2 mM y 

homocigoto Val/Val a 1 mM. Estas variaciones hacen muy difícil confiar en este método, 

en particular si no se tiene un conocimiento previo de los genotipos.  

     Como puede advertirse, la diferencia entre la temperatura de alineamiento tomada de 

la literatura (y elegida por nosotros durante la estandarización del método) y la calculada 

mediante el programa OLIGO resultó ser de 12.7°C. No obstante, en la literatura 

especializada se menciona que temperaturas mayores permiten una mejor especificidad 

de alineamiento entre los oligonucleótidos y el templado (Eeles y Stamps, 1993); este 

razonamiento podría inducir a seleccionar como óptima la temperatura de 70ºC, cuando 

en realidad, ninguna de las temperaturas probadas, ni las concentraciones de MgCl2 

dieron los resultados esperados, y en cambio, se aprecia que las condiciones probadas 

no favorecen la especificidad de los cebadores para distinguir uno u otro alelo. 
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Figura 9: Efecto de la temperatura y concentración de MgCl2 sobre la eficiencia de la ASPCR: a) 3mM 
de MgCl2,, b) 2mM de MgCl2 y c) 1mM de MgCl2. El genotipo de cada donador, determinado por RFLP 
fue: (1) Val/Val; (2) Ile/Val; (3) Ile/Ile 
 

     Este resultado parece indicar que el diseño de los oligonucleótidos no es el óptimo,  

por lo que creemos que la región rica en G:C, tres nucleótidos antes del extremo 3’ 

terminal de los oligonucleótidos 2a (Ile) y 2g (Val) podría conferir una gran estabilidad 

entre los cebadores y la cadena molde, favoreciendo la amplificación independientemente 

de la T o la C en el extremo 3’ como ya se mencionó anteriormente, dando por resultado 

la inespecificidad de la amplificación con los consecuentes falsos positivos para uno y otro 

alelo. 

     Otro factor menos controlable que podría afectar la amplificación sería la presencia de 

componentes que afecten el correcto funcionamiento de la enzima polimerasa, elementos 

derivados de las propias muestras o del método utilizado para la extracción del ADN 

(Blömeke y Shields, 1999;McPherson y Moller, 2001), puesto que se ha reportado que 
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ciertos componentes en la sangre como las porfirinas pueden inhibir la actividad de la 

enzima. Además, durante la extracción pueden retenerse algunos elementos como sales 

de Na (NaCl, p.e.) (McPherson y Moller, 2001) que podrían repercutir en la eficiencia de 

una técnica como la ASPCR, ya que las muestras de ADN de cada persona presentarían 

condiciones muy particulares que podrían afectar la acción de la polimerasa o la unión de 

los cebadores con la cadena molde, más aún cuando la unión de un oligo es dependiente 

de un solo nucleótido como fue el caso con la ASPCR. 

     Acerca de la técnica de RFLP debe decirse que resultó más conveniente su empleo en 

la determinación de genotipos: todas las muestras fueron eficientemente amplificadas en 

una sola reacción, fue reproducible y dio resultados claros. 

     Hay que hacer notar respecto al uso de esta técnica, que la presencia del polimorfismo 

CYP1A1*4 situado dos nucleótidos antes de CYP1A1*2C  (y que consiste en un cambio 

de C por A) no afectaría la determinación de genotipos por medio de la enzima BsrDI, 

puesto que el cambio de base producto de CYP1A1*4 no cambiaría el marco de lectura 

para esta enzima. 

     En relación con las frecuencias alélicas encontradas para CYP1A1*2C y CYP1A1*1, 

sólo tomaremos en cuenta el valor derivado de la técnica de RFLP, dado que el resultado 

obtenido por la técnica de la ASPCR no se puede considerar correcto, conforme a lo ya 

explicado. La frecuencia alélica observada de CYP1A1*2C es elevada, 51 %, comparada 

con la frecuencia reportada para algunos grupos americanos, como brasileños y 

poblaciones latinoamericanas establecidas en los Estados Unidos con valores entre 11 y 

16 % (Garte, 1998; Gaspar y cols., 2002a), que son intermedios entre los encontrados en 

caucásicos y asiáticos.  

     Esta variación indica que cada grupo que se ha estudiado hasta el momento de la 

población latinoamericana, no es representativo y que existen diferencias regionales que 

podrían atribuirse a la riqueza de mezclas que han ocurrido a lo largo de la historia en 
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cada uno de estos países. Dentro de nuestro país tan solo, es de esperar encontrar 

diferentes frecuencias alélicas en cada región, debido a la composición étnica de cada 

zona: Norte de México, Centro de México, la región del Golfo, y la Costa Occidental, cada 

una de las cuales presentan una mezcla poblacional diferente (Serrano, 1995). 

     En apoyo de lo anterior, la frecuencia con que CYP1A1*2C se ha presentado en 

poblaciones americanas es superior al encontrado en otras poblaciones humanas y, 

aunque se podrían esperar algunos errores de determinación debido a las técnicas 

empleadas, estudios recientes realizados en grupos suramericanos nativos de Chile, 

Brasil y Paraguay han reportado frecuencias más altas para este polimorfismo de 

alrededor de 54 y 100 % (Kvitko y cols., 2000; Gaspar y cols., 2002b). Lo que ha hecho 

suponer a los investigadores varias hipótesis en torno al origen de este polimorfismo y su 

elevada frecuencia en estos grupos. Algunas de éstas plantean un probable origen 

africano (Gaspar y cols., 2002a), mientras que otros autores como Garte (1998) han 

encontrado evidencia de su origen después de la divergencia entre grupos africanos y no 

africanos. Finalmente, una tercera explicación es atribuida a la selección por diferentes 

factores ambientales como la dieta, enfermedades parasitarias y la exposición a químicos  

(Nebert, 1997; Kvitko y cols., 2000). 

    Por otro lado, también  debería replantearse la idea concebida acerca del término “alelo 

nativo”, el cual suele utilizarse en referencia al alelo más común en la primera población 

que se estudia, sin embargo, en muchas ocasiones el alelo más abundante puede resultar 

raro en ciertas poblaciones. Un ejemplo de esto es el gen NAT2, cuyo fenotipo de 

acetilación rápida se encuentra presente en cerca del 90% de los japoneses, pero sólo en 

un 10% de poblaciones mediterráneas (Nebert, 2000). 

     Por lo demás cabe mencionar que no existen muchos estudios con los cuales 

podamos comparar nuestro trabajo, el único estudio previo al presente fue realizado por 
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Gaspar y cols. (2002a) en una muestra de población brasileña, no reportando ninguna 

diferencia entre los resultados obtenidos mediante la técnica de la ASPCR y RFLP. 
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CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  
 
En este estudio se presenta información referente al uso de dos técnicas empleadas en la 

determinación de CYP1A1*2C, un polimorfismo del gen CYP1A1 que se ha relacionado 

con un aumento en la susceptibilidad a desarrollar cáncer de pulmón, entre otros. 

     Nuestros resultados nos permiten concluir que el empleo del método de polimorfismos 

en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP) resulta más conveniente que la técnica 

de la PCR alelo-específica (ASPCR) en la determinación de polimorfismos genéticos, ya 

que disminuye la incertidumbre que pueda tenerse respecto a los resultados obtenidos en 

un estudio, pues los oligonucleótidos que se utilizan pueden diseñarse mejor, buscarse 

una óptima especificidad, no dependen del sitio del polimorfismo y se puede asegurar que 

se amplifique eficientemente el fragmento de ADN de interés.  

     Por otra parte, la frecuencia alélica del polimorfismo CYP1A1*2C encontrada en este 

trabajo es otra prueba más de las diferencias que pueden existir en cada población 

humana con respecto a este polimorfismo, y muy probablemente a otros polimorfismos. 

En México, dadas las condiciones de interacción entre diversos grupos humanos que han 

prevalecido durante siglos, cabe esperar una alta heterogeneidad en nuestro acervo 

genético, lo cual es sin duda de sumo interés y debe servir para estimular los estudios 

enfocados a conocer de manera particular nuestro fondo genético y el de otros grupos, 

aspecto que resulta de gran importancia y necesidad en tiempos actuales.  

Por último, exhortamos por continuar y aumentar el número de estudios en Toxicología 

Genética, que se requieren no sólo desde un punto de vista científico sino también social, 

los cuales en conjunto deben permitir mejorar las condiciones de vida de las personas, 

sobre todo en un país como el nuestro, en donde mucho del conocimiento básico aplicado 

a nuestra realidad es aún insuficiente. 
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AABBRREEVVIIAATTUURRAASS  

 
A  Adenina 

ADN  Ácido desoxirribonucleico  

ALDH2  Aldehído-deshidrogenasa   

AHH  Aril hidrocarbón hidroxilasa 

AHR  Receptor de hidrocarburos aromáticos 

Arnt  Receptor nuclear de translocación 

ASPCR  PCR alelo-específica 

BaP  Benzo(a)pireno 

C  Citosina 

CYP450  Citocromo P450 

DMBA  Dimetilbenzantraceno 

DNTPs  Desoxinucleótidos trifosfatados 

EPHX  Epóxido hidrolasa 

G  Guanina 

GSTs  Glutatión S-transferasas 

Ile  Isoleucina 

3-Me  3-metilcolantreno 

NAT2  N-acetiltransferasa 2 

NQO1  NAD(P)H-quinona-oxidorreductasa 

PAHs  Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

PCR  Reacción en cadena de la Polimerasa 

PON1  Paraoxonasa 
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RFLP   Polimorfismos en la longitud de fragmentos de 

restricción 

RNAm  Ácido ribonucleicomensajero 

SNP  Polimorfismo de un solo nucleótido 

T  Timina 

Taq polimerasa Enzima polimerasa del ADN de Thermus 

aquaticus 

TCDD  Dioxinas 

Val  Valina 

XRE Elementos de respuesta a xenobióticos 
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