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comienza  a  ser  parte  de  un  centro  organizador  de microtúbulos,  el  cual  genera  un  áster 

(Alberts et al, 2002). 

 

En  la  transición existente entre  la  interfase y  la mitosis,  los cromosomas pueden ser vistos 

como  filamentos elongados  (profase). Al  inicio de  la profase,  cada  cromosoma  se une a  la 

envoltura  nuclear  y  se  organiza  formando  una  estructura  doble  (cromátidas  hermanas), 

resultado  de  la  síntesis  del  DNA  llevada  a  cabo  con  anterioridad.  Los  cromosomas  se 

contraen durante  la profase tardía para   tener una conformación de mayor grosor y menor 

longitud, a este fenómeno se le conoce como condensación cromosómica (Lewin, 2004). La 

prometafase comienza abruptamente con el  rompimiento de  la envoltura nuclear. El huso 

mitótico  empieza  a  conformarse  y  los  dos  ásteres  existentes  se  alejan  para  iniciar  la 

formación de los polos. De esta manera, los cromosomas empiezan a ser reconocidos por los 

microtúbulos,  lo  que  promueve  su movimiento  (Alberts  et  al,  2002).  En  la metafase,  los 

cromosomas son organizados en la placa ecuatorial, es decir, conservando la misma distancia 

hacia ambos centrosomas. Por medio del cinetocoro, las cromátidas hermanas se unen cada 

una a los microtúbulos provenientes de polos opuestos. En la anafase, se reduce poco a poco 

la longitud  de los microtúbulos y se apartan mucho más los centrosomas, así, las cromátidas 

hermanas se separan de manera sincrónica, migrando hacia los polos. Una vez agrupados los 

dos juegos de cromosomas en ambos extremos de la célula en división, la telofase inicia con 

la descondensación y reensamblaje de la envoltura nuclear alrededor de los mismos (Lewin, 

2004)  (Fig.  2).  Aunado  a  su  juego  cromosómico,  cada  célula  hija  recibe  un  centrosoma 

(Alberts et al, 2002). 

 

La formación de los dos núcleos es el evento que marca el fin de la mitosis. En la citocinesis, 

el citoplasma se divide por medio de la formación del anillo contráctil (filamentos de actina), 

la membrana  celular  rodea  poco  a  poco  a  los  núcleos  recién  formados,  promoviendo  su 

separación  y  terminando  de  esta  manera  la  formación  de  dos  células  con  la  misma 

información genética (Nurse, 2000; Lewin, 2004). 
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regiones, las fibras de DNA tienen un empaquetamiento menos denso que la que se presenta 

en el cromosoma mitótico, a este material se le llama eucromatina y aparece disperso en el 

núcleo, ocupando la mayor parte de él. Otras regiones son empaquetadas casi con la misma 

densidad  que  se  presenta  en  el  cromosoma  mitótico,  a  este  material  se  le  denomina 

heterocromatina.  La  heterocromatina,  localizada  comúnmente  en  la  región  centromérica, 

puede ser constitutiva, cuando su condición de empaquetamiento es constante a lo largo del 

ciclo celular, o  facultativa, cuando  la eucromatina  tiende a empaquetarse  fuertemente. Las 

fibras  de  DNA  continuamente  cambian  su  estado  de  heterocromático  a  eucromático  y 

viceversa, por lo que se puede decir que el material genético está organizado de tal manera 

que  permite  estados  alternativos  de  empaquetamiento  para  que  la  interfase  y  la  división 

transcurran (Lewin, 2004). 

 

Durante la interfase, la unidad fundamental que se presenta en el material cromosómico es 

el  nucleosoma.  Un  nucleosoma  está  compuesto  por  un  segmento  de  DNA  de 

aproximadamente  146  pares  de  bases  que  gira  dos  veces  alrededor  de  un  octámero  de 

histonas  (dos  copias de histonas H2 A, H2 B, H3  y H4). Así,  el nucleosoma presenta una 

forma  cilíndrica  de  11  nm  de  diámetro  por  6  nm  de  altura  (Kornberg  y  Lorch,  1999). Un 

segmento de cromatina está compuesto de múltiples nucleosomas, y entre cada uno de ellos 

se  mantiene  un  segmento  de  DNA  vinculado  a  otra  histona  denominada  H1.  En  el 

cromosoma  metafásico,  las  dos  moléculas  de  DNA  condensadas  corresponden  a  las 

cromátidas  hermanas,  las  cuales  se  asocian  por  medio  del  centrómero.  Las  regiones 

terminales  existentes  en  cada  brazo  del  cromosoma  reciben  el  nombre  de  telómeros. 

Durante  la  prometafase  y  la  metafase,  los  cromosomas  se  pueden  visualizar  mediante 

microscopía  de  campo  claro  y  se  ha  determinado  que  su  longitud  varía  entre  3  y  7  µm 

(Koshland, 1994) (Fig. 3). 

 

El centrómero es una sub‐estructura de los cromosomas  que asegura la distribución de éstos 

hacia  ambos  núcleos  de  las  células  hijas  durante  la  segregación.  Regula  y  promueve  el 

movimiento cromosómico durante la mitosis y la meiosis a través de su interacción con los 
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El centrómero, y por lo tanto el cinetocoro, son esenciales para la segregación, esto ha sido 

demostrado  por  el  comportamiento  en  la  mitosis  de  cromosomas  que  han  sido 

fragmentados. Un  simple  rompimiento  genera  un  fragmento  cromosómico  que  retiene  el 

centrómero,  el  cual  se  rige  por  la  dinámica  propia  de  la  segregación,  y  otro  fragmento 

acéntrico que no es reconocido por el huso mitótico y, por lo tanto, no puede ser incluido en 

alguno de los núcleos hijos (Lewin, 2004). 

 

La organización de los cromosomas en el ecuador de la célula metafásica durante la mitosis 

es  resultado de un proceso  estocástico  en  el que  los  cinetocoros   de  los  cromosomas  son 

capturados  aleatoriamente  por  una  serie  de microtúbulos  que  emanan  de  ambos  husos 

polares  y  que  se  elongan  y  contraen  de  manera  dinámica.  La  congregación  de  los 

cromosomas  en  la  región  central  de  la  célula  es  posible  sólo  hasta  que  las  placas 

cinetocóricas  de  ambas  cromátidas  hermanas  sean  reconocidas  por  los microtúbulos  del 

huso de polos opuestos. Para asegurar  la distribución adecuada del material genético entre 

los dos núcleos de las células hijas, es necesario que la segregación se lleve a cabo sólo hasta 

que todos los cromosomas se localicen en la placa metafásica (Nasmyth, 2002; Cleveland et 

al, 2003). 

 

El problema  central de una  célula en mitosis  reside en  la  forma    en  la que va a  separar y 

distribuir  (segregar)  sus  cromosomas,  con  la  finalidad  de  que  cada  célula  hija  reciba  una 

copia de su genoma. Cuando se lleva a cabo la duplicación en la fase S, las dos copias de cada 

cromosoma permanecen fuertemente unidas, recibiendo el nombre de cromátidas hermanas. 

Esta  unión  se  presenta  gracias  a  un  conjunto  de  proteínas  de múltiples  subunidades  que 

reciben el nombre de cohesinas (Guacci et al, 1997; Michaelis et al, 1997; Losada et al, 1998), 

las  cuales  son  depositadas  a  lo  largo    de  cada  cromátida  cuando  el  DNA  es  duplicado 

(Uhlmann y Nasmyth, 1998). Las cohesinas mantienen a las cromátidas asociadas durante la 

formación del huso mitótico. La separación de la cromátidas hermanas durante la anafase se 

lleva a cabo debido a la ruptura de los anillos de cohesina, particularmente, de la proteólisis 

de una subunidad, la Scc1 (Michaelis et al, 1997). Esta proteólisis es efectuada por una enzima 
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Tabla 1. Características de las proteínas que conforman principalmente el punto de monitoreo del huso mitótico, modificada de Kops et al, 2005 
y actualizada de Musacchio y Salmon, 2007. Se muestran las funciones que llevan a cabo, así como las proteínas con las que interactúan. 

humanos como Bub1b, que da origen a la cinasa BUBR1, de BUB1‐Related protein) así como a 

los  genes  Bub  (de  Budding  uninhibited  by  benzimidazole),  Bub1  y  Bub3.  Estos  genes, 

conservados  en  todos  los  organismos  eucariontes,  participan  en  el  funcionamiento  del 

PMHM  (activo  en  prometafase)  previniendo  la  separación  prematura  de  cromátidas 

hermanas (Li y Murray, 1991; Taylor et al, 1998 y 2004; Jin et al, 1998; Musacchio y Hardwick, 

2002; Shin et al, 2003). En vertebrados, el PMHM requiere de otros componentes, como  la 

cinasa MPS1  (MonoPolar  Spindle  1),  el  complejo de  proteínas ZW10  (Zeste White‐10)‐ROD 

(Rough  deal)‐ZWILCH,  la  proteína  p31comet  y  la  proteína motora  de  unión  a microtúbulos 

CENP‐E (Centromere Protein E) (Chan et al, 1999 y 2000; Abrieu, et al, 2000 y 2001; Mao et al, 

2003; Taylor et al, 2004) (Tabla 1). 

 
 

Proteína 
 

 

Unión con: 
 

 

Función en el PMHM 
 

BUB1 (122 kDa) BUB3 
 

Inhibe la actividad de CDC20 por fosforilación. 
 

BUBR1 (120 kDa) CENPE,BUB3, CDC20 
Parte del complejo inhibitorio de APC/C. Se une directamente a CDC20 e 

inhibe la actividad de APC/C. 

BUB3 (37 kDa) BUB1, BUBR1 
Parte del complejo inhibitorio de APC/C. Localiza a BUB1 y BUBR1 en 

el cinetocoro. 

MAD1 (83 kDa) MAD2 
 

Transporta a MAD2 al cinetocoro y lo activa. 
 

MAD2 (23 kDa) MAD1, CDC20, CMT/p31comet 
Parte del complejo inhibitorio de APC/C. Se une directamente a CDC20 e 

inhibe la actividad de APC/C. 

CMT2/p31comet  (31 kDa) MAD2 
Inhibe la señalización del punto de monitoreo, evitando el reclutamiento 

de MAD2. 

MPS1 (97 kDa) Se desconoce 
Se requiere para la localización de MAD1-MAD2 y CENP-E en el 

cinetocoro. 

CENP-E (312 kDa) BUBR1 
Activa a BUBR1 en el cinetocoro. Responsable del reconocimiento de 

microtúbulos y del movimiento cromosómico. 

ZW10 (89 kDa) ROD, ZWILCH 
Parte del complejo que recluta el heterodímero MAD1-MAD2 hacia los 

cinetocoros. 

ROD (251 kDa) ZW10, ZWILCH 
Parte del complejo que recluta el heterodímero MAD1-MAD2 hacia los 

cinetocoros. 

ZWILCH (67 kDa) ROD, ZW10 
Parte del complejo que recluta el heterodímero MAD1-MAD2 hacia los 

cinetocoros. 
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corona  fibrosa),  como  tensión  deficiente  (reconocida  por  las  proteínas  Aurora  B/Ipl1, 

Survivina, Borealina e INCENP‐1 en la región centromérica adyacente al centrómero). BUB1 y 

MPS1  reclutan  a  la mayoría de  las proteínas que participan  en  este mecanismo,  siendo de 

suma  importancia  la proteína motora CENP‐E  (por  la  cual BUBR1  es activada,    llevando a 

cabo su actividad de cinasa) y el complejo formado por MAD1‐MAD2 (el cual al ser situado 

en el cinetocoro promueve el reclutamiento y activación de MAD2 en un flujo constante). En 

su forma activa, MAD2 es liberada del cinetocoro, lo que permite la asociación con las demás 

proteínas del CPMM para inhibir a CDC20 (Sironi et al, 2002; Musacchio y Salmon, 2007) y 

bloquear la mitosis. 

 

Cuando el reconocimiento de los cinetocoros por los microtúbulos es total, p31comet impide el 

reclutamiento  de MAD2,  inhibiendo  la  formación  del  CPMM,  BUBR1  se  inactiva  (por  el 

reconocimiento de unión a microtúbulos manifestado por CENP‐E) y el complejo  formado 

por  las  proteínas motoras  dineína‐dinactina  dirige  la  remoción  de  los  componentes  del 

PMHM  a  los  polos  del  huso. De  esta manera,  la  señal  de  arresto  empieza  a  silenciarse. 

CDC20 se libera y se une con APC/C,  permitiendo la degradación de securina y ciclina B, y 

por ende, el avance a la anafase (Reddy et al, 2007; Mao et al, 2005). 

 

El arresto en metafase promovido por el PMHM es sumamente importante en el control del 

ciclo celular, ya que otorga la posibilidad de que se manifieste un adecuado reconocimiento 

entre microtúbulos y cinetocoros, manteniendo de esta manera la fidelidad de la segregación 

cromosómica.  Sin  embargo,  se  ha  determinado  (mediante  experimentos  en  los  que  las 

células  son  expuestas  a  agentes  químicos  que  intervienen  con  la  polimerización  de 

microtúbulos) que  la señal que promueve este mecanismo no puede mantenerse activa por 

tiempos prolongados. Cuando los errores en la maquinaria de segregación  son persistentes, 

la célula tiene dos caminos a seguir: morir, ya sea por catástrofe mitótica o por apoptosis, o 

evadir  el  arresto,  y  por  lo  tanto,  presentar  errores  al  llevarse  a  cabo  la  distribución  de 

cromosomas a las células hijas (Weaver y Cleveland, 2005). 
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1.6 Aneuploidías e inestabilidad cromosómica. La presencia de errores en la maquinaria de 

división.  

 

El  desarrollo  exitoso  de  la  mitosis  y  la  fidelidad  en  la  segregación  son  producto  de  la 

conjugación  ordenada  de  ciertos  procesos  celulares,  como  la  formación  de  los COMT,  la 

polimerización de los microtúbulos a partir de estos para el reconocimiento del cinetocoro (a 

partir  de  una  unión  estable  y  una  tensión  bi‐orientada),  la  separación  de  cromátidas 

hermanas  y  la migración  hacia  los  polos  del  huso.    Cuando  el  funcionamiento  de  estos 

mecanismos se ve alterado, el genoma de  la célula se vuelve  inestable, es decir, manifiesta 

una  alta  susceptibilidad  a  presentar  alteraciones,  a  esta  condición  se  le  conoce  como 

inestabilidad  cromosómica  (IC).  Recordemos  que  la  inestabilidad  genética    incluye  la 

inestabilidad microsatelital y la cromosómica. La primera es caracterizada por una alta carga 

mutacional  como  consecuencia  de  errores  en  los  mecanismos  de  reparación  del  DNA, 

mientras que la segunda, producto de errores en la segregación, tiene como consecuencia la 

presencia en  la  célula de un número aberrante de cromosomas, es decir,  la generación de 

aneuploidías (Bharadwaj y Yu, 2004). 

 

Una aneuploidía se define como un estado anormal en el número  y contenido cromosómico 

(Kops  et  al,  2005).  Durante  la  segregación,  la  distribución  de  los  cromosomas  debe  ser 

equitativa, es decir, cada célula hija debe  recibir  su complemento cromosómico completo, 

aunque bajo ciertas condiciones una célula puede presentar más o menos cromosomas de los 

que corresponden a su número euploide. Las condiciones por las que se puede generar una 

aneuploidía  incluyen  divisiones mitóticas  aberrantes  a  partir  de  una  condición  poliploide 

previa, alteraciones en centrosomas que conducen a  la  formación de múltiples polos en el 

huso mitótico  (Nigg,  2002),  errores  al  llevarse  a  cabo  fusiones  celulares  y  evasión  de  la 

mitosis una vez duplicado el DNA (fenómeno conocido como endoreduplicación) (Storchova 

y  Pellman,  2004).  La  presencia  de  errores  en  la  cohesión  existente  entre  cromátidas 

hermanas puede derivar también en aneuploidías. En estudios realizados con líneas celulares 

de  cáncer  y  con  ratones  desnudos,  se  ha  determinado  que  tanto  la  inactivación  como  la 
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presencia  de  uniones  merotélicas,  la  participación  de  la  cinasa  Aurora‐B/Ipl1  es  muy 

importante  para  corregir  el  problema.  Esta  cinasa,  localizada  en  la  región  centromérica 

adyacente al cinetocoro, detecta y desestabiliza estas uniones, con  la  intención de generar 

nuevamente cinetocoros sin unión a microtúbulos, para que de esta manera, se  reactive  la 

función del PMHM (Lampson et al, 2004; Pinsky y Biggins, 2005). 

 

La  pérdida  o  ganancia  constante  de  cromosomas  (y  por  lo  tanto  de  los  genes  que  los 

conforman),  producto  de  la  IC  originada  de  las  distintas  formas  que  se  han  descrito, 

posibilita a  las células a sufrir modificaciones de gran magnitud en procesos encargados de 

controlar su crecimiento, proliferación y muerte. Dependiendo del grado de inestabilidad, la 

célula puede morir  (opción que  impide  la propagación del daño a  la  siguiente generación 

celular), o mantenerse (y mediante mitosis aberrantes, extender el daño a las células hijas). 
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Figura 6. a) La segregación requiere de una bi‐orientación de los cromosomas promovida por la unión de los microtúbulos a los 
cinetocoros. b) Los diferentes tipos de unión que originan eventos de aneuploidía. Modificado de Musacchio y Salmon, 2007. 
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1.8 Aneuploidías y cáncer.  

 

El  ser  humano  está  conformado  por  grupos  de  células  que  realizan  procesos  sumamente 

complejos para promover su desarrollo. En condiciones normales, crecimiento, proliferación 

y diferenciación celular se llevan a cabo con espectacular control y armonía dentro de cada 

tejido  del  cuerpo.  Tan  importantes  son  estas  actividades  para  un  organismo,  que  si  se 

manifiestan  con  errores,  los  puntos  de monitoreo  distribuidos  a  lo  largo  del  ciclo  celular 

junto con  los mecanismos de  reparación del DNA    impiden  la generación de  inestabilidad 

genética,  incluso  si una célula  tiene un  riesgo elevado a generar esta condición,  se activan 

mecanismos que desencadenan su muerte. Sin embargo,  la perturbación constante de este 

sistema  debida  a múltiples  factores  endógenos  y  exógenos  altera  la  homeostasis  celular, 

promoviendo  la  transformación maligna, y por  lo  tanto, el desarrollo de cáncer  (Varmus y 

Weinberg, 1993). 

 

Al hablar del cáncer, nos referimos a un conjunto de enfermedades con varios mecanismos 

etiológicos en  los que algunas células adquieren, principalmente,  la capacidad de proliferar 

de manera exacerbada así como de evadir la apoptosis mediada por diferentes circunstancias. 

A  partir  de  estas  alteraciones,  las  células  tumorales  adquieren  un  potencial  invasivo,  y 

mediante  mecanismos  cada  vez  más  complejos,  como  el  desarrollo  de  nuevos  vasos 

sanguíneos a partir de  los ya existentes  (angiogénesis), o  la  invasión de  tejidos adyacentes  

(viajando por el sistema sanguíneo y linfático para infiltrarse  en órganos distantes al punto 

de origen), su condición transformante se vuelve irreversible (Vogelstein y Kinzler, 1993). 

 

En  la  célula,  el  fenotipo  maligno  puede  adquirirse  mediante  la  pérdida,  mutación  o 

desregulación de genes cuya  función es  regular positiva o negativamente  la progresión del 

ciclo celular. Así  se han caracterizado  tres grupos principales de genes  involucrados en  su 

desarrollo:  oncogenes,  genes  supresores  de  tumores  y  genes  de  reparación  del DNA.  Los 

oncogenes  son genes  cuya ganancia de  función promueve  el desarrollo de  cáncer,  y  están 

comúnmente ligados a rutas que permiten la proliferación celular. Por el contrario, los genes 
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ganancias de  cromosomas  completos durante  la división  (Lengauer  et al,  1997). Con  estas 

evidencias de soporte, la IC se propone como una condición que facilita la redistribución de 

cromosomas  completos  en  las  células  tumorales,  teniendo  como  consecuencia  tanto  la 

pérdida  de  heterocigocidad  de  genes  supresores  de  tumores,  como  la  amplificación  de 

oncogenes mediante  la  duplicación  de  aquellos  cromosomas  que  portan  el  alelo mutado.  

También  se  ha  asociado  la  presencia  de  IC  con  la  resistencia  al  tratamiento  del  cáncer 

mediante  agentes  quimioterapéuticos  que  interfieren  con  la  dinámica  de  la  segregación 

cromosómica, como la vincristina o el paclitaxel (Kops et al, 2005). 

 

1.9 Polimorfismos de DNA. Definición e importancia.  

 

En la naturaleza existen organismos de la misma especie que usualmente difieren  en algunos 

aspectos  de  su  apariencia.  La  visión mendeliana  de  la  genética  sobre  los  caracteres  que 

conforman a los seres vivos permitió, en un principio, establecer una clasificación de alelos 

(variantes  genéticas  que  promueven  diferentes  estados  del  caracter  en  cuestión)  de  tal 

manera  que  su  manifestación  podía  ser,  con  base  en  la  capacidad  de  expresarse 

fenotípicamente, dominante o recesiva; silvestre (cuando se habla del alelo más representado 

y estable en la población) o mutante (cuando ha sufrido un cambio, producto de errores en 

la transmisión de la información genética). En la actualidad, se ha reconocido la existencia de 

múltiples  alelos,  es  decir,  diversas  manifestaciones  de  un  gen,  cada  una  con  un  efecto 

diferente  en  el  fenotipo  (Ayala,  1978).  Debido  a  esto,  en  ocasiones  resulta  inadecuado 

denominar un alelo como silvestre, cuando existen otras variantes alélicas que no confieren 

ventaja o desventaja alguna al organismo (Lewontin, 1978). 

 

Cuando múltiples alelos coexisten en un locus como componentes estables de la población, 

se  dice  que  ese  gen  presenta  polimorfismos. Un  alelo  es  considerado  polimórfico  si  está 

presente  con una  frecuencia de  al menos  1 %  en  la población.  Los polimorfismos pueden 

manifestarse en las características físicas de un individuo (fenotipo), en formas variantes de 

proteínas  donde  se modifica  su  actividad  enzimática  o  afinidad  de  unión  (polimorfismo 
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bases  difiere. Definido  por  sus  SNPs,  cada  ser  humano  es  único. Un  objetivo  del mapeo 

genético  es  registrar  y  catalogar  todas  las  variantes  existentes  en  el  DNA  en  los  seres 

humanos (Deloukas et al, 1998). La frecuencia observada de SNPs por genoma predice que, 

tomando al ser humano como modelo de estudio, es decir, comparando los genomas de cada 

persona, deben existir más de 10 millones de SNPs con una frecuencia alélica mayor al 1 %. 

Hasta el momento aproximadamente 1.4 millones han sido  identificados (The International 

SNP Map Workig Group, 2001). 

 

Con fundamento en esta información, y enfatizando el papel de los polimorfismos de DNA, 

es posible decir que los genes pueden presentar polimorfismos que no alteran la secuencia de 

la proteína; polimorfismos que alteran la secuencia de aminoácidos en la proteína sin alteran 

su  función;  polimorfismos  que  pueden  alterar  la  función  de  la  proteína,  dando  origen  a 

variantes  con  diferentes  niveles  de  actividad  y  polimorfismos  que  pueden  dar  origen  a 

proteínas  no  funcionales  (Lewin,  2004).  Es  importante  señalar  que  la  presencia  de 

polimorfismos puede representar a largo plazo una ventaja evolutiva, promoviendo variantes 

de  respuesta  ante  condiciones  ambientales  adversas  o  ante  otra  serie  de  cambios  que  no 

podrían ser soportados al existir uniformidad genética (Lewontin, 1978). 

 

1.10 Mad1. Estructura, función e importancia dentro del punto de monitoreo del huso 

mitótico.  

 

El primer trabajo en el que se determinó la presencia de MAD1 en humanos fue reportado en 

1998 por el grupo de Jin y colaboradores. Aquí, a MAD1 se le daba el nombre provisional de 

TXBP181  (Tax‐Binding  Protein  181).  Este  estudio  se  enfocó  a  determinar  el  papel  de  una 

proteína denominada TAX  (portada por el virus  1 de  leucemia de células T, HTLV‐1) en  la 

formación  de  células  multinucleadas  y  células  con  micronúcleos.  Se  estableció  que  el 

mecanismo por  el  cual  se generaba  esta  condición  residía  en  la unión de TAX a TXBP181, 

situación que inhibía la formación de homodímeros de la segunda. Al comparar la secuencia 

de aminoácidos de TXBP181 con las secuencias existentes en las bases de datos, se descubrió 
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transporte de MAD2 a los cinetocoros sin unión a microtúbulos es mediado exclusivamente 

por la interacción existente con MAD1, por esta razón, esta proteína es de suma importancia 

para el arresto del ciclo celular en metafase, ya que promueve la disponibilidad de MAD2 en 

el cinetocoro para la conformación del CPMM y el posterior secuestro de CDC20, inhibiendo 

así la función de APC/C y, por lo tanto, la progresión a la anafase (Sironi et al, 2002).  

 

MAD1 y CDC20 son las únicas proteínas que forman complejos  con MAD2. Al comparar las 

regiones en  la que se presenta esta  interacción, se determinó que existía una alta similitud 

(Luo  et  al,  2002). Además,  las  uniones MAD1‐MAD2  y CDC20‐MAD2  se  llevan  a  cabo  en 

ausencia de las demás proteínas del PMHM in vitro (Sironi et al, 2001). Cuando MAD2 se une 

tanto a MAD1 como a CDC20 adopta una conformación conocida como cerrada (C‐MAD2), 

mientras que al mantenerse sin unión a estos ligandos mantiene la conformación abierta (O‐

MAD2). La diferencia entre ambas conformaciones de MAD2 reside en un cambio estructural 

que presenta en su región  conocida como el “cinturón de seguridad” (safety belt), ubicada en 

el extremo C‐terminal (50 aminoácidos) (Sironi et al, 2001).  La unión MAD1‐MAD2, y por lo 

tanto  la  promoción  de  la  conformación  cerrada,  funciona  como  un  templado  para  el 

reclutamiento de MAD2  libre  (O‐MAD2) en el cinetocoro capaz de unirse a CDC20, y una 

vez que se lleva a cabo esta unión, C‐MAD2‐CDC20 vuelve a amplificar la señal (De Antoni et 

al,  2005).  Si  bien  es  cierto  que  las  dos  conformaciones  de MAD2  se  reconocen,  esto  sólo 

sucede en el cinetocoro, más no en el citosol. Una proteína de unión a C‐MAD2 denominada 

p31comet se moviliza junto con MAD1‐C‐MAD2, lo que impide que O‐MAD2 interactúe con C‐

MAD2 hasta que exista un anclaje del complejo en la corona fibrosa. Cuando el tetrámero se 

establece,  p31comet  se  disocia  para  permitir  la  captación  de MAD2  libre  y  así,  continuar  la 

transducción de señales que promueven el arresto (Musacchio y Salmon, 2007). 

 

Una  vez que  todos  los  errores han  sido  corregidos,  la  señal de  silenciamiento del PMHM 

comienza  a manifestarse.  La  inhibición  del  reclutamiento  de MAD2 mediada  por MAD1 

envuelve nuevamente a p31comet compitiendo con O‐MAD2 en la unión a MAD1‐C‐MAD2 y a 

CDC20‐C‐MAD2. Esto promueve la presencia de CDC20 libre para interactuar con APC/C. la 
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de cáncer se encontraron seis alteraciones diferentes a  las reportadas con anterioridad, y el 

polimorfismo G558A estuvo presente en más del 50 % de éstas. En este estudio se determinó 

que la interacción entre MAD1 y MAD2 era promovida por la presencia de los dos zippers de 

leucina (entre los aminoácidos 501‐522 y 557‐571) en MAD1. Se estableció que al presentarse 

el  polimorfismo,  el  cambio  en  la  secuencia  de  aminoácidos  (R H)  impedía  la  adecuada 

formación  de  un  zipper  de  leucina,  alterando  esta  interacción.  Analizando  nueve  lineas 

celulares de cáncer de colon,  la  frecuencia del polimorfismo  fue del 66%. A partir de estas 

mismas  líneas celulares  se  realizaron    transfecciones con  la  intención de  sobre‐expresar  la 

proteína silvestre y la proteína polimórfica, llegando a la conclusión de que aquellas células 

transfectadas para expresar la proteína silvestre promovían un mayor arresto del ciclo celular 

en metafase  (Fig.  8). Al  determinar  el  genotipo  a  partir muestras  de  sangre  periférica  de 

individuos aparentemente sanos, no encontraron individuos homócigos para el polimorfismo 

G558A, sugiriendo que esta condición se presentaba sólo en células malignas como resultado 

de la pérdida de heterocigocidad. 

 

1.12 Importancia del estudio. 

 

Considerando el hecho de que  la  localización y activación de MAD2 es determinante en el 

funcionamiento del PMHM y que esto es promovido por la unión con MAD1, la presencia del 

polimorfismo  G558A  puede  ser  un  factor  importante  en  el  proceso  de  segregación 

cromosómica. Los estudios previos  referentes a este SNP  tienen únicamente como modelo 

experimental células transformadas. Debido al reducido muestreo en individuos sanos, no es 

posible concluir que el polimorfismo es resultado del proceso de transformación maligna. Sí 

bien se ha determinado (al menos en líneas celulares de cáncer) que el fenotipo generado por 

el cambio en la secuencia de aminoácidos altera la dinámica de la mitosis, ningún estudio ha 

evaluado el efecto que podría tener en la generación de inestabilidad cromosómica. Por todo 

lo anterior, la importancia del trabajo radica en evaluar de manera más amplia la frecuencia 

del polimorfismo Mad1 G558A en  la población sana, e  implementar una estrategia que nos 

permita definir su efecto en el funcionamiento del PMHM. 

Neevia docConverter 5.1



  
E

Figura 8. a)
G558A real
cáncer (Tsu

Evaluación del polim

) Representación e
lizado en biopsias 
ukasaki et al, 2001)

morfismo G558A d

esquemática del p
de cáncer de pulm
). d) Índice mitótic

 del gen Mad1 en la p

polimorfismo G558
món (Nomoto et a
co a partir de trans

 
 población mexican

 ‐ 39 ‐

8A del gen Mad1, 
al, 1999). c) Deter
sfecciones en una 

 

na y su relación co

ubicado en el exó
rminación del poli
linea celular de cá

n la generación de 

ón 17. b) Primer re
imorfismo en dive
áncer de colon (Iwa

e aneuploidías 

eporte del polimorf
rsas lineas celular
anaga et al, 2002)

rfismo 
res de 
).  

 

Neevia docConverter 5.1



 

 

Determina

población 

 Ais

ma

 Det

mu

 Eva

me

 Val

(ma

age

 Det

tum

 

 

3.1 Gen

 

Para  la  de

utilizado t

estudio, 10

Universida

Miguel Santibáñe

ar  la  frecu

 mexicana y

slar DNA  g

anera un ban

terminar  e

uestras de D

aluar,  en  fu

etafase ante 

lorar  el  efe

anifestada 

ente. 

terminar  la

morales a pa

otipificació

eterminació

 tuvo dos or

06 fueron p

ad Naciona

ez Andrade              

encia  del  p

 y evaluar el 

genómico  a 

nco de info

l  genotipo 

DNA. 

unción  del 

 la presenci

ecto  del  po

  en  eventos

a  frecuenc

artir de la g

3

ón del polim

ón  del  gen

rígenes. De 

proporciona

al Autónom

    Facultad de Cienc

2. O

2.1 Obj

  polimorfism

 efecto que 

2.2 Objeti

  partir  de 

rmación qu

  referente 

  polimorfism

ia de un age

limorfismo

s  de  aneup

ia  con  la 

genotipificac

3. DISEÑO 

morfismo Ma

notipo  del  p

  144 muest

adas por el I

a de México

 
cias               UNAM

- 40 -

OBJETIVOS

jetivo gener

 

mo  G558A 

 tiene duran

 

ivos particu

 

 muestras  d

ue pueda ser

  al  polimorf

mo,  la  cap

ente que alt

  en  la  gen

ploidía)  ant

  que  se  m

ción de biop

 EXPERIME

ad1 G558A a

  polimorfism

ras de DNA

 Instituto de

o (UNAM).

M               Biología 

.  

ral. 

  del  gen  M

nte la segre

ulares. 

de  sangre  p

r de utilidad

fismo  G558

acidad  de 

tera la segre

eración  de 

te  la  expos

manifiesta  e

psias de ade

ENTAL. 

 a partir de D

mo Mad1  G

A genómico

e Investigac

. Este Instit

               Tesis de Li

Mad1  en  un

gación crom

  periférica  y

d en estudi

8A  de Mad

  arresto  del

egación crom

  inestabilid

ición  prolo

el  polimorf

enocarcinom

 DNA de san

G558A,  el m

o  incluidas 

ciones Biom

tuto cuenta 

icenciatura 

na  muestra 

mosómica. 

y  generar  d

os posterior

d1  a  partir 

l  ciclo  celu

mosómica. 

dad  cromos

ongada  al m

fismo  en  c

ma gástrico

ngre perifér

material  bio

 en esta par

médicas (IIB

 con un ban

  de  la 

 

de  esta 

res. 

  de  las 

ular  en 

 

sómica 

mismo 

células 

o. 

ica. 

ológico 

rte del 

) de la 

nco de 

Neevia docConverter 5.1



  
E

DNA genó

38 muestr

Instituto N

 

Las muest

de los fine

edad entre

y abuelos 

base de d

finalidad d

estableció

población 

  

3

De cada  in

sangre  pe

adicionado

fue  trasla

durante 24

aproximad

glóbulos r

centrifuga

sodio 0.2 

producto 

fenol/clor

agitación 1

600 µl de 

fue nueva

Evaluación del polim

ómico de in

ras restante

 Nacional de

tras de sang

es para la ut

e 20 y 40 añ

 (maternos 

atos de  los 

de establece

ó  que  el  ba

 mexicana. 

3.1.1 Aislami

ndividuo se

eriférica,  la 

os con EDT

dado  poste

4 h a  ‐70°C

damente  15

 rojos, se rea

ación a 3500

 M, 125 µl d

  fue  incub

oformo/alc

10 min y se 

 cloroformo

mente sust

morfismo G558A d

ndividuos qu

s fueron to

e Cancerolo

gre periféric

tilización d

ños, no fum

 y paternos)

 donadores

er el origen

anco  de DN

 

iento de DN

e obtuviero

  cual  fue  r

TA. Para pro

eriormente 

C. Pasado es

5  min.  Con

alizó a la sa

0 x G 5 min

de SDS al 10

bado  duran

ohol  isoam

 centrifugó 

o, para dar p

traída y se a

 del gen Mad1 en la p

ue cumplen

talmente p

gía (INCan)

ca fueron ob

del material 

madores, de 

) también n

s  incluye el 

n del compo

NA  utilizad

NA mediant

on  (por ven

recolectada 

omover la l

  a  un  tubo

ste tiempo,

n  la  intenc

ngre una se

n. Al pellet 

0% y 30 µl d

nte  1  h  a 

mílico  en  u

 a 3500 x G 

 paso a otro 

añadió etan

 
 población mexican

 ‐ 41 ‐

n con las car

rocesadas e

), laborator

btenidas, co

 biológico, 

 nacionalid

nacidos en 

  lugar de n

onente gené

do  en  este 

te extracció

 

nopunción d

  en  tubos 

 lisis de eritr

o  cónico  d

,  la sangre 

ción  de  eli

erie de lava

 que se obtu

 de proteina

  55°C  par

una  proporc

 5 min. Se r

 ciclo de ag

nol absoluto

na y su relación co

racterísticas

 en el Labora

rio que tamb

on previo c

 de individu

dad mexican

 México. La 

nacimiento 

ético. Con b

  estudio  rep

n doble con

 de  la región

  Vacutainer

rocitos, el v

de  poliprop

  fue  llevada

iminar  la  m

ados con bu

uvo, se le añ

asa K (20 m

a  posterior

ción  25/24/

 recuperó la 

itación y ce

o (‐20°C, 2.5

n la generación de 

s que requi

atorio de C

bién forma 

onsentimie

uos aparent

na por nacim

 informació

 de padres 

 base en esta

presenta  un

n fenol‐clor

n cubital de

r®  (Becton 

 volumen de

pileno  para 

a a una tem

mayor  cant

uffer SSC 1x,

ñadieron 2 

mg/ml, Qiag

rmente  añ

/1.  El  tubo

 fase acuosa

entrifugació

5 volúmene

e aneuploidías 

rió el trabaj

arcinogéne

 parte del II

ento y explic

emente san

miento de p

ón recabada

 y abuelos, 

a informaci

na muestra 

roformo.  

el brazo) 5 

  Dickinson, 

e sangre obt

  ser  almac

mperatura d

tidad  posib

, seguidos d

 ml de acet

gen, German

ñadir  600 

o  se  mantu

a y se adicio

ón. La fase a

es con respe

jo. Las 

sis del 

IB. 

cación 

nos, de 

padres 

a en la 

 con  la 

ión, se 

  de  la 

 ml de 

  USA) 

tenido 

cenado 

e 37°C 

ble  de 

 de una 

ato de 

ny). El 

  µl  de 

uvo  en 

onaron 

 acuosa 

ecto al 

Neevia docConverter 5.1



 

Figura 9. Cu
análisis de s

volumen d

precipitac

DNA  fue 

centrifugó

la evapora

(10/0.1) a 5

de muestr

mediante 

bromuro d

 

 

 

 

A partir d

oligonucle

Iwanaga  y

GeneID 83

Miguel Santibáñe

uantificación del D
su integridad med

 de  la  fase a

ión del  DN

  recuperado

ó el tubo a 1

ación del eta

 55°C durant

ra en espec

 electrofore

 de etidio (F

3.1.2

de  las muest

eótidos para

  y  colaborad

379, NM 00

ez Andrade              

DNA genómico obt
diante electroforesi

 acuosa), pa

NA, en este 

o  en  un  tu

153 x G dura

anol residu

te 24 h. Fina

ctofotómetr

sis en geles

Fig. 9).  

2 Amplifica

tras de DN

a  la amplifi

dores,  2002

03550). 

    Facultad de Cienc

tenido a partir de s
is en geles de agar

ra después 

 momento, 

ubo  de  1.5 m

ante 2 min 

al a temper

almente, el 

ro ND‐1000

s de agarosa

ación del exó

A genómic

icación del 

2  (con  el  p

 
cias               UNAM

- 42 -

sangre periférica (
rosa teñidos con b

 mezclar po

 el material

 ml,  al  que 

 para poste

ratura ambi

 material fu

, Nanodrop

a al 0.8 %, u

ón 17 del ge

 

o obtenidas

 exón 17 de

revio  recon

M               Biología 

(linfocitos) de indiv
bromuro de etidio.

or  inversión

l puede ser 

  se  le  añad

riormente r

iente y se re

ue cuantifica

p Technolo

 utilizando b

en Mad1. Co

s, se  llevo a

l gen Mad1 

nocimiento 

               Tesis de Li

viduos aparentem
 

n y permiti

 detectado 

dió  1 ml  eta

 retirar el et

esuspendió 

ado (lectura

gies,  Inc., U

 buffer TBE 0

ondiciones. 

 a cabo  la PC

 reportados

  de  la  secu

icenciatura 

mente sanos, así co

ir  la asocia

 a simple vi

anol  al  70 

tanol. Se pe

 el material 

a a partir de

 USA) y ana

 0.5x y tinció

 

CR utilizan

s en el trab

uencia,  Gen

omo el 

ción y 

ista. El 

 %.  Se 

ermitió 

 en TE 

e 1.5 µl 

alizado 

ón con 

 

ndo  los 

bajo de 

nBank, 

Neevia docConverter 5.1



  
E

Mad1   E

 

Sentido (F

Anti‐senti

 

La amplifi

(Invitroge

 

   

Las tempe

 

 

El product

de agarosa

de DNA q

pb (Fig. 10

Evaluación del polim

xón 17 

Forward) 

ido (Reverse

icación se r

en, Brasil) co

P

eraturas y ti

to de PCR d

a al 3%, uti

que se obtie

0). 

Desnaturalizaci

Alineación de oli

Extensión (sínte

morfismo G558A d

 5’‐GTGTGA

e)   5’‐GAG

 realizó a pa

on un volum

Comp

Buff
DNTP’
MgCl2

Mad1 Forw
Mad1 Rev
Templad

Platinum Taq po
H

Volum

iempos de la

 de cada mu

ilizando bu

ne en las co

ión del DNA 

igonucleótidos 

esis del DNA) 

 del gen Mad1 en la p

AGAATTCC

GTCTGGAT

artir de 1 µl 

men final de

ponente 

fer 10x 
s 10 mM 
2 50mM 
ward 10 µM 
verse 10 µM 
do (DNA) 
olimerasa (5 u/
H2O 
men total 

  a reacción f

94°

94°C

69°C

72°C

72°

uestra de DN

ffer TBE 0.

ondiciones 

 
 población mexican

 ‐ 43 ‐

CTGCAGGG

TCCCTGCC

 de DNA en

e 10 µl como

V

µl) 

 fueron los s

°C   2 min 

C   30 seg 

C   30 seg 

C   30 seg 

C   5 min 

 

NA fue ana

5x y tinción

 anteriorme

 

na y su relación co

GTGACTAT

CACCTCCTT

n una mezc

o se muestr

Volumen/reacc
(µl) 
1.0 
0.2 
0.3 
0.2 
0.2 
1.0 
0.1 
7.0 
10.0 

 siguientes: 

 

 

 

 

 

alizado med

n con brom

ente descrit

n la generación de 

TGACCAG‐3

TGGACGAT

cla de comp

ra a continu

ción 

 

diante elect

muro de etid

tas tiene un

 
40 

ciclos 
 

e aneuploidías 

3’ 

TGGCAGAC

ponentes d

uación: 

roforesis en

dio. El fragm

na longitud 

C‐3’ 

de PCR 

n geles 

mento 

 de 241 

Neevia docConverter 5.1



 
Miguel Santibáñez Andrade               Facultad de Ciencias               UNAM               Biología               Tesis de Licenciatura 

 - 44 -

3.1.3 Determinación del genotipo mediante RFLP. 

 

La genotipificación a partir del producto de PCR se realizó por medio de RFLP (Restriction 

Fragment  Length  Polymorphism,  polimorfismo  de  tamaño  de  fragmento  por  enzima  de 

restricción),  utilizando  la  enzima  BStU1  (Bacillus  stearothermophilus U458. New  England 

BioLabs, USA), la cual reconoce un sitio de corte entre la secuencia cgcg. Las condiciones se 

especifican a continuación: 

 

Componente  Volumen/reacción 
(µl) 

Buffer 10x  1.0 
BStU1 (10 U/µl)  0.3 
Producto de PCR  3.0 

H2O  5.7 
Volumen total  10.0 

 

La reacción de digestión se llevó a cabo a una temperatura de 60 °C por un mínimo de 16 h. 

Las muestras  se  analizaron mediante  electroforesis  en  geles  de  agarosa  al  4 %  utilizando 

buffer TBE 0.5x y tinción con bromuro de etidio. 

 

Dentro de la secuencia amplificada de un individuo que no presenta el polimorfismo, existen 

4 sitios cgcg, lo que da origen a 5 fragmentos de diferente longitud (94, 50, 43, 42 y 12 pb). La 

sustitución de una guanina por una adenina, presente en el polimorfismo, modifica un sitio 

de restricción (el que se presenta entre el fragmento de 94 y 42 pb, véase Fig. 10), de manera 

que  la  secuencia  en  este  caso  es  cacg.  Este  cambio  inhabilita  el  reconocimiento  y  corte 

enzimático  dando  como  resultado  un  fragmento  de  136  pb.  Los  individuos  heterócigos 

presentan todos los fragmentos posibles. 

 

3.1.4 Determinación del genotipo por medio de secuenciación. 

 

Con  el  objetivo  de  corroborar  los  resultados  obtenidos  por  medio  de  la  digestión  con 

enzimas de  restricción específicas,  se  secuenciaron 2 muestras   de cada genotipo. Esto  fue 
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Figura 10. a) Genotipificación del polimorfismo G558A de Mad1 por medio de  la amplificación del exón 17 y  la digestión alelo‐
específica. b) Mapa de restricción de la enzima BStU1, donde se observa la pérdida de un sitio de corte en la variante polimórfica.  

Las muestras  fueron  colocadas  en  placas  y  secuenciadas  utilizando  el  secuenciador  ABI 

PRISM®  3100  Genetic  Analyser  (Applied  Biosystems,  USA).  El  análisis  de  la  secuencia 

obtenida se realizó utilizando el software BioEdit© (Biological Sequence Alignment Editor, 

2007, Ibis Biosciences). 

 

 
 

 

 

3.2 Estimación del índice mitótico en función del polimorfismo Mad1 G558A. 

 

Con  la  intención  de  evaluar  la  capacidad  de  arresto  del  ciclo  celular  en metafase  en  las 

diferentes  condiciones  genotípicas  para  Mad1,  se  decidió  estimar  el  índice  mitótico  en 

cultivos primarios de  linfocitos expuestos a nocodazol, un agente que altera  la segregación 

cromosómica mediante  la desestabilización de microtúbulos  (Chen y Horwitz, 2002). Para 
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3.2.1 Condiciones de cultivo y tiempos de exposición.  

 

Los cultivos se realizaron a partir de  1 ml de sangre periférica y 9 ml de medio RPMI‐1640 

(GIBCO®, Invitrogen, USA) adicionado con 1% de L‐glutamina (L‐glut., GIBCO®, Invitrogen, 

USA)  y  1%  de  aminoácidos  no  esenciales  (ANE,  Sigma,  USA).  Los  linfocitos  fueron 

estimulados  con  fitohemaglutinina  (GIBCO®,  Invitrogen,  USA)  al  2%.  Se  permitió  el 

crecimiento durante 48 h a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2. Posterior a esto, las células 

fueron sometidas al  tratamiento con nocodazol (Sigma, USA) disuelto en dimetil‐sulfóxido 

(DMSO)  en  una  concentración  final  de  0.2  µg/ml  (663  nM)  e  incubadas  en  las mismas 

condiciones  durante  2,  6  y  12  h,  realizando  la  fijación  correspondiente  a  cada  tiempo  de 

tratamiento. A los respectivos controles se les suministró únicamente DMSO, respetando el 

volumen utilizado en los cultivos tratados.  

 

3.2.2 Fijación celular y preparación de laminillas. 

 

Al  término  de  cada  periodo  de  exposición  al  nocodazol,  los  cultivos  celulares  fueron 

centrifugados  a  288  x G  durante  8 min.  El  sobrenadante  fue  retirado  y  reemplazado  con 

solución hipotónica (KCl 0.075 M). Las células fueron incubadas nuevamente a 37°C en una 

atmósfera  al  5%  de  CO2  durante  30  min.  Pasado  este  tiempo,  se  prefijaron  las  células 

añadiendo 2 ml de solución Carnoy (metanol: ácido acético   3: 1) a ‐20°C, centrifugando en 

las condiciones antes mencionadas,  reemplazando el  sobrenadante con 0.5 ml de  solución 

fijadora y almacenando a ‐20 °C durante 20 min. Las células fueron montadas (por goteo) en 

laminillas  a 4°C,  teñidas  con  eosina  y  azul de metileno  (tinción de Wright)  y preservadas 

utilizando Entellan® (Merck, Germany). 

 

3.2.3 Condiciones del conteo y análisis de resultados.  

 

El  índice mitótico  se  obtuvo  realizando  2  conteos  de  1000  células  por  donador  en  cada 

tiempo  de  exposición    al  nocodazol,  con  su  respectivo  control, mediante microscopía  de 
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resuspendieron  las células en un volumen arbitrario de medio RPMI‐1640  (1 % L‐glut.,  1 % 

ANE y 10 % de Suero Bovino Fetal‐SBF, HyClone, USA). Se prepararon 2 diluciones celulares 

(1:50) a partir de 20 µl de células en medio, 900 µl de PBS y 80 µl de azul tripano, con ellas se 

determinó la viabilidad celular mediante conteos realizados en la cámara de Neubauer. 

 

3.3.2 Condiciones de cultivo y tiempos de exposición.  

 

Se  sembraron  aproximadamente  2  x  106  células  en  10 ml  de medio  (con  las  condiciones 

previamente  descritas)  por  cada  frasco  de  cultivo.  Los  linfocitos  fueron  estimulados  con 

fitohemaglutinina (2 %). Se cultivaron durante 48 h a 37 °C en una atmósfera al 5% de CO2. 

Posterior  a  esto,  las  células  fueron  sometidas  al  tratamiento  con  nocodazol  en  una 

concentración final de 0.2 µg/ml (663 nM) e incubadas en las mismas condiciones durante 2, 

6  y  12  h,  realizando  la  fijación  respectiva  a  cada  tiempo  de  exposición.  Cada  cultivo  fue 

realizado por duplicado. 

 

3.3.3 Fijación y tinción celular. 

 

Los  cultivos  celulares  fueron  centrifugados  a  288  x  G  durante  8  min.  Se  retiró  el 

sobrenadante,  resuspendiendo  las  células  en  PBS  y  llevándose  a  cabo  otro  ciclo  de 

centrifugación. El PBS fue retirado y las células fueron resuspendidas en 1 ml de etanol al 70 

%,  almacenándose  en  tubos  de  poliestireno  para  citometría  (Falcon®,  Becton  Dickinson, 

USA) a ‐20 °C durante 24 h. 

 

Para la tinción, las células en etanol fueron centrifugadas a 200 x G durante 5 min. Se retiró 

el etanol, resuspendiendo el pellet en PBS para, después de 60 seg, centrifugar de nuevo en 

las mismas condiciones. Finalmente, el PBS fue retirado para resuspender las células en 1 ml 

de  solución  de  tinción  a  base  de  yoduro  de  propidio/TRITON/RNAsa  (esta  solución  fue 

preparada al momento de ser utilizada, en stocks de 10 ml utilizando 1 ml de PBS 10x, 1 ml de 

RNAsa A  libre de DNAsas  (2 mg/ml, USB, USA),  200 µl de  yoduro de propidio  (1 mg/ml, 
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3.4 Ensayo de micronúcleos por citocinesis bloqueada en función del polimorfismo Mad1 

G558A. 

 
Para  determinar  el  efecto  que  tiene  el  polimorfismo  en  la  generación  de  inestabilidad 

cromosómica, se determinó la frecuencia de micronúcleos en células binucleadas, partiendo 

de cultivos primarios de linfocitos expuestos a nocodazol hasta por 48 h. Estos experimentos 

se  realizaron  a  partir  de  sangre  periférica  de  dos  individuos  con  genotipo  GG  y  dos 

individuos con genotipo AA. 

 

Cuando  en  la  división  celular  existen  cromosomas  que  no  son  reconocidos  por  los 

microtúbulos del huso, o se presentan rompimientos cromosómicos que originan fragmentos 

acéntricos, la fidelidad de la segregación se pierde. Como este material no migra a los polos 

del  huso,  no  puede  ser  integrado  a  los  núcleos  de  las  células  hijas.  Sin  embargo,  en  la 

telofase,  el  material  cromosómico  excluido  de  la  mitosis  es  cubierto  por  una  envoltura 

nuclear.  Al  llevarse  a  cabo  la  citocinesis,  alguna  de  las  dos  células  hijas mantiene  este 

material, el cual se descompacta y adquiere la morfología de un núcleo en interfase, sólo que 

mucho más pequeño. Esto es lo que se conoce como un micronúcleo. Las causas por las que 

se originan  los micronúcleos  incluyen alteraciones en el DNA, alteraciones en  la estructura 

de  los  cromosomas  y  alteraciones  en  los  mecanismos  implicados  en  la  segregación 

cromosómica. 

 

Una estrategia que permite monitorear los eventos de fragmentación cromosómica, así como 

la  pérdida  de  cromosomas  completos,  es  el  ensayo  de  micronúcleos  por  citocinesis 

bloqueada (Kirsch‐Volders et al, 2003). Esta metodología implementada por Fenech y Morley 

en  1986  se ha mantenido  como un  eficiente mecanismo para  estudiar  las  condiciones que 

inducen  la  formación de micronúcleos. La estrategia que sigue esta técnica es  la  inhibición 

de  la citocinesis (división celular total), más no de  la cariocinesis (conformación de  los dos 

núcleos de las células hijas), mediante  la utilización de citocalasina‐B, una molécula aislada 

del hongo Helminthosporum dematoideum. La citocalasina‐B impide la polimerización de la 

actina,  necesaria  para  la  formación  del  anillo  contráctil  y  para  la  separación  total  de  las 
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% SBF). Se permitió el crecimiento durante 48 h a 37  °C en una atmósfera al 5 % de CO2. 

Posterior a esto, se realizó un cambio de medio centrifugando  los cultivos a 288 x G por 8 

min, retirando el medio metabolizado y resuspendiendo las células nuevamente en 10 ml de 

medio RPMI. A  partir  de  este momento,  las  células  fueron  sometidas  al  tratamiento  con 

nocodazol  en  una  concentración  final  de  0.2  µg/ml  (663  nM)  e  incubadas  en  las mismas 

condiciones durante 24, 30, 36, 42 y 48 h. Se administró citocalasina‐B (6 µg/ml, Sigma, USA) 

24 h antes de concluir cada periodo de exposición. Cada cultivo fue realizado por duplicado. 

 

3.4.2 Fijación celular y preparación de laminillas. 

 

Al término de cada tiempo de exposición, los cultivos fueron prefijados con 2 ml de metanol : 

ácido acético (3:1) a ‐20 °C y centrifugados a 288 x G por 8 min. Se retiró el sobrenadante, se 

resuspendieron  las  células  nuevamente  en  solución  fijadora  y  se  almacenaron  a  ‐20  °C 

durante 20 min. Después de esto, las células fueron sometidas a varios ciclos de lavado, hasta 

ser totalmente aisladas. Mantenidas en un rango de 0.5 a 1 ml de metanol, las células fueron 

montadas  en  laminillas  y  teñidas  con  eosina  y  azul  de metileno  (tinción  de Wright).  La 

frecuencia de micronúcleos se analizó en 4000 células binucleadas por donador (1000 células 

por laminilla, 2 laminillas por experimento, 2 experimentos de cada individuo). 

  

3.4.3 Condiciones del conteo y análisis de resultados. 

 

Las laminillas fueron analizadas mediante microscopía de campo claro utilizando el objetivo 

de mayor aumento (100x) y aceite de inmersión. Los conteos que se realizaron por laminilla 

fueron los siguientes: 

 

 La  proporción  de  células  binucleadas  con  micronúcleos  existente  en  1000  células 

binucleadas. 

 La proporción de células mono, tri y tetranucleadas existente en 1000 células viables. 

 La proporción de células con morfología apoptótica existente en 1000 células. 
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A partir de los linfocitos expuestos a nocodazol y citocalasina‐B durante 24, 30, 36, 42 y 48 h 

de  dos  individuos    (uno  con  genotipo  GG  y  otro  con  genotipo  AA),  se  realizaron 

hibridaciones con sondas VYSISTM (Abbot Molecular Inc., U.S.A) dirigidas a tres cromosomas 

autosómicos  de  diferente  tamaño:  1  (CEP  1‐Spectrum  Orange:  satélite  II/III),  9  (CEP  9‐

Spectrum  Green:  α  satélite)  y  16  (CEP  16‐Spectrum Orange:  satélite  II),    así  como  a  un 

cromosoma sexual: Y (CEP Y‐Spectrum Green: satélite III). 

 

3.5.1 Hibridación in situ con fluorescencia. 

 
Las  células  binucleadas  fueron  montadas  en  laminillas  de  vidrio,  corroborando  su 

distribución  en microscopía  de  contraste  de  fases.  Se marcaron  dos  áreas  de  hibridación 

utilizando un  lápiz con punta diamante. A cada área se  le aplicaron 2 sondas con diferente 

fluoróforo (espectro naranja y espectro verde) en una mezcla de hibridación de 10 µl (1 µl de 

cada  sonda,  7  µl  de  Buffer  y  1  µl  de H2O).  Las  sondas  para  los  cromosomas  1  y  16  están 

acopladas a un fluoróforo de espectro naranja, mientras que las sondas para los cromosomas 

9 y Y están acopladas a un fluoróforo de espectro verde, de tal manera que en una laminilla 

tenemos  un  experimento  para  los  cuatro  cromosomas  (un  área  para  las  sondas  de 

cromosomas  1 y 9 y otra para  los cromosomas  16 y Y). Una vez  suministrada  la mezcla de 

hibridación, se colocó un cubreobjetos y se sellaron las orillas con un polímero plástico. 

 

En una cámara húmeda (HyBrite, VYSISTM, Aboot Molecular  Inc., U.S.A)  las células  fueron 

llevadas  a  una  temperatura  de  desnaturalización  (75°C)  durante  dos  minutos,  para 

posteriormente mantenerse a 37°C durante 4 h como mínimo. Pasado este tiempo se retiró el 

polímero,  las  laminillas  fueron  sumergidas  en  buffers  de  citratos  con  la  presencia  de  un 

detergente a diferentes concentraciones: a) 2x SSC x 2 min; b) 0.4 SSC‐0.3 % NP‐40 a 73 °C x 

2 min; c) 2x SSC‐0.1 % NP‐40 x 1 min. Finalmente, se aplicaron 10 µl de contracolorante DAPI 

II (Vectashield Antifade, VYSISTM) a cada área de hibridación, se colocó un cubreobjetos y se 

sellaron los bordes con un esmalte transparente. 
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La clasificación de Lauren (1965) divide al adenocarcinoma gástrico en dos tipos, intestinal y 

difuso. Esta clasificación se basa en  la configuración microscópica del tumor y en el patrón 

de  crecimiento.  El  adenocarcinoma  tipo  intestinal  surge  de  una  lesión  conocida  como 

gastritis crónica atrófica, presentando una formación glandular con apariencia microscópica 

similar a la mucosa del colon (de ahí el nombre de intestinal) con un crecimiento expansivo. 

En el adenocarcinoma de tipo difuso, las células tumorales tienen la capacidad de infiltrarse 

hacia  el  estroma  e  incluso  llegar  a  la pared del  estómago,  sin  formación glandular. En un 

estudio realizado en 1997 por López‐Carrillo y colaboradores, se determinó que los dos tipos 

de adenocarcinoma tenían  la misma representación en  la población mexicana, sin embargo 

se ha  visto que  el  tipo difuso  es  el predomina  en  la población  adulta  joven  (Mohar  et  al, 

1997). La mortalidad ocasionada por este tipo de cáncer se distribuye principalmente en las 

entidades de Chiapas, Distrito Federal y Estado de México (Oñate, 2001). 

 

3.6.1 Colecta y manejo de las biopsias. 

 

La obtención de las biopsias se llevó a cabo (con todas las medidas de seguridad necesarias) 

durante  las cirugías  (gastrectomías) realizadas a  los pacientes del  INCan. Se obtuvieron de 

cada paciente  (previo  reconocimiento de cirujanos y patólogos) muestras  tanto de mucosa 

normal  como  de  tejido  tumoral  (adenocarcinoma  gástrico  tipo  difuso).  Las muestras  (en 

fragmentos de aproximadamente 1 cm3) fueron estabilizadas, inmediatamente después de su 

colecta, utilizando RNA later (Qiagen, Germany), un agente que permite estabilizar el RNA 

de las células que forman parte del tejido, impidiendo su degradación. Una vez estabilizadas, 

las biopsias  fueron mantenidas  a 4°C durante  24 h  y  llevadas  finalmente  a  ‐20°C para  ser 

preservadas por tiempo indefinido. 

 

Aunque el manejo del tejido tiene como objetivo la estabilización y preservación del RNA, las 

ventajas  que  confiere  el  trabajo  con  DNA,  al  ser  una molécula  estable,  nos  permitieron 

realizar las extracciones correspondientes. 
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Gráfico 7. Conteo de eventos de no disyunción (cromosomas 1, 9, 16 y Y) en linfocitos binucleados genotipificados para Mad1 G558A.
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maduración de estas estructuras, Faragher y Fry, 2003) como en cinetocoros (sitio en el que 

se manifiesta la unión con MAD1, Lou et al, 2004) y se ha postulado como un componente 

del PMHM. En células donde existen defectos en el funcionamiento de NEK2A, el arresto en 

metafase es ineficiente aún cuando se manifiestan errores en la separación de cromátidas 

hermanas, situación que conduce a la célula a una salida prematura de la fase de mitosis, 

promoviendo así la generación de aneuploidías. 

En estudios realizados en ratones, se ha caracterizado una interacción entre MAD1 y una 

proteína implicada en la regulación de la longitud de los telómeros denominada TRF1 

(Telomeric Repeat Binding Factor 1) (Prime y Markie, 2005). Algunos reportes han sugerido 

que esta proteína está implicada en la regulación negativa de la mitosis con base en la 

integridad telomérica (Shen et al, 1997; Zhou et al, 2003). La región de MAD1 en la que se 

manifiesta la interacción ha sido localizada entre los aa 536 571. Con este antecedente, 

recientemente en nuestro laboratorio se están implementando las condiciones 

experimentales para determinar mediante ensayos de co inmunoprecipitación si esta 

interacción se presenta tambiénen seres humanos. 

La condición genotípica en función del polimorfismo G558A de Mad1 caracterizada en 

múltiples líneas celulares de cáncer, así como la exploración realizada a partir de muestras de 

sangre periférica de individuos aparentemente sanos (en la cual no fueron encontrados 

individuos homócigos polimórficos) llevó a suponer que esta condición se manifestaba 

exclusivamente en células malignas como resultado de la pérdida de heterocigocidad. En el 

presente estudio nos dimos a la tarea de determinar la frecuencia genotípica en una muestra 

mucho más amplia de la que se había evaluado con anterioridad. Los resultados obtenidos a 

partir de este análisis muestran que el polimorfismo G558A se encuentra altamente 

representado en la población mexicana, reportando la existencia de individuos AA en una 

alta proporción (aproximadamente 1 de cada 4 individuos sujetos al estudio fueron 

portadores de este genotipo). Es importante señalar que este es el primer estudio en 

población abierta en el que se evalúa esta condición.
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mecanismo de segregación cromosómica en células portadoras de este genotipo (las cuales 

evadían el arresto en mitosis) manifestaba irregularidades que pudieran tener como 

consecuencia la generación de células con un número cromosómico anormal (aneuploides). 

Mediante el ensayo de micronúcleos por citocinesis bloqueada fue posible determinar que 

los individuos homócigos polimórficos para Mad1 (AA) tienen un mayor número de 

aneuploidías a diferencia de los individuos con genotipo homócigo silvestre (GG), al ser 

expuestas de manera prolongada al nocodazol. Al final del tratamiento, ambas condiciones 

genotípicas presentan similitudes en el conteo de células binucleadas con micronúcleos. 

Además, el número de células metafásicas en los individuos GG disminuye gradualmente a 

medida que aumenta el tiempo de exposición a nocodazol, situación que permite establecer 

que el arresto mitótico en las células con este genotipo no puede ser mantenido por largos 

periodos, y que al evadirse, se presentan errores en la segregación. Si bien estos experimentos 

tienen como premisa el hecho de que el inadecuado funcionamiento del PMHM predispone 

a la célula a tener una pérdida de cromosomas completos, es importante determinar si los 

micronúcleos observados corresponden a esta condición. Esta pregunta puede contestarse ya 

sea mediante FISH (utilizando una sonda pancentromérica) o la inmunodetección indirecta 

del centrómero (por el reconocimiento de algunas CENP) a partir de la utilización de suero 

de pacientes con síndrome CREST. 

La tendencia de los individuos AA a generar un mayor número de eventos de no disyunción 

guarda relación con los resultados de la técnica de micronúcleos. Sin embargo, resulta 

necesario el montaje de más experimentos que nos permitan establecer con claridad estas 

diferencias. Con la utilización de ambas técnicas, es posible hacer una evaluación de 

aneuploidías ocasionadas tanto por rezago cromosómico, como por eventos de no 

disyunción, siguiendo este fenómeno de manera total. 

Si bien los resultados obtenidos a partir de estos experimentos demuestran diferencias en la 

funcionalidad de las dos condiciones alélicas de Mad1, hace falta determinar, a nivel 

bioquímico, como se manifiesta la interacción entre MAD1 polimórfica y MAD2. Además,
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Abreviaturas de medidas y reactivos  

 

nm      nanómetros 
µm      micras (micrómetros) 
pb      pares de bases 
kb      kilobases 
kDa      kilodaltones 
ml      mililitros 
EDTA  del inglés Ethylene Diamine Tetra‐acetic Acid, ácido etlilen‐diamino‐tetra–acético 
°C      grados Celsius 
h      horas 
min      minutos 
SSC      del inglés Saline Sodium Citrate, citrato de sodio salino 
x G  unidades de fuerza centrífuga relativa (del inglés relative centrifuge force, rcf) 
M      molar 
µl      microlitros 
SDS      del inglés Sodium Dodecyl Sulfate, dodecil sulfato de sodio 
mg      miligramos 
TE      buffer compuesto por Tris y EDTA 
TBE      Tris‐Borato‐EDTA 
DNTPs  del  inglés  Deoxi‐riboNucleotide  TriPhosphate,  deoxi‐ribonuleótidos  trifosfatados, 

dATP, dCTP, dGTP y dTTP 
µM      micromolar 
Taq polimerasa  enzima utilizada en la PCR proveniente de la bacteria Termophilus acuaticus 
ng      nanogramos 
pmoles     picomoles 
ANE      Aminoácidos No Esenciales 
RPMI 1640  medio de cultivo de linfocitos desarrollado en el Roswell Park Memorial Institute por 

Moore y colaboradores en 19761, de ahí las siglas 
DMSO      DiMetil SulfÓxido 
µg      microgramos 
nM      nanomolar 
PBS      del inglés Phosphate Buffered Saline, buffer salino de fosfatos 
L‐glut      L‐glutamina 
SBF      Suero Bovino Fetal 
 seg      segundos 
cm3      centímetros cúbicos 
mM      nanomolar 
NaCl      cloruro de sodio 
KCl      cloruro de potasio 
CO2      dióxido de carbono 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Moore, G.E. and Woods L.K., (1976). Culture Media for Human Cells‐ RPMI 1603, RPMI 1634, RPMI 1640 and GEM 1717. 
Tissue Culture Association Manual. 3, 503‐508. 
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Fragmentos  acéntricos.  Fragmentos  cromosómicos  carentes  de  la  región  centromérica,  por  lo  que  no  se 
segregan correctamente. 
Gen. Secuencia determinada de nucleótidos de uno de los lados de la escalera del cromosoma referenciado. La 
secuencia puede llegar a formar proteínas, o inhibir está información, dependiendo del programa asignado para 
la célula portadora. 
Genoma. La información genética (DNA) total de un organismo o de una célula. 
Genotipo.  El  contenido  genético  (el  genoma  específico)  de  un  individuo,  en  forma  de ADN.  Junto  con  la 
variación ambiental que influye sobre el individuo, codifica el fenotipo del individuo. 
HCT116. Línea celular de cáncer de colon, que tiene la característica de manifestar un punto de monitoreo del 
huso mitótico estable. 
HeLa. Línea celular derivada de cáncer cervicouterino. 
Helicobacter pylori. Bacteria gram‐negativa que desarrolla gastritis crónica, predisponiendo a un individuo al 
desarrollo de adenocarcinoma gástrico. 
Histonas. Proteínas pequeñas con carga positiva (básicas) presentes en el núcleo y que se unen al DNA (con 
carga negativa). 
HTLV‐1. Del  inglés Human  T‐Lymphotropic Virus  1,  virus  linfotrófico  humano  de  células  T.  Retrovirus  que 
promueve el desarrollo de la leucemia de células T. 
Huso mitótico. Arreglo de microtúbulos y moléculas asociadas que  se  forma entre  los polos opuestos de  la 
célula eucarionte durante la mitosis y que sirve para dirigir el movimiento de los cromosomas duplicados. 
MCC.  Mitotic  Checkpoint  Complex  (Complejo  del  Punto  de  Monitoreo  de  la  Mitosis,  CPMM).  Complejo 
formado por MAD2, BUBR1 y BUB3 que se encarga de retener a CDC20, evitando así la activación de APC/C y la 
progresión del ciclo celular hacia la anafase 
Meiosis. Proceso en el cual una célula diploide experimenta dos divisiones nucleares sucesivas (meiosis I y II), 
con la potencialidad de producir cuatro núcleos haploides. Conduce a la formación de gametos en animales y 
esporas en plantas. 
Microtúbulos.  Estructura  cilíndrica  y  hueca  constituida  por  sub‐unidades  de  tubulina.  Son  componentes 
importantes del citoesqueleto, y se encuentran en el huso mitótico, cilios, flagelos y centriolos. 
Mitosis. División del núcleo celular, que da por resultado (en condiciones normales) dos núcleos hijos con el 
mismo número de cromosomas que el núcleo progenitor.  
Nucleosoma. Unidad  repetitiva  de  estructura  cromatínica,  compuesta  por  un  segmento  de DNA  que  gira 
alrededor de un complejo de ocho histonas (dos de cuatro tipos distintos) más una región de DNA de unión 
asociada con una quinta histona. 
No  disyunción.  Evento  en  el  que  ambas  cromátidas  hermanas  son  atraídas  hacia  el mismo  polo  del  huso 
(unión sintélica). 
Paclitaxel. Agente quimioterapéutico que se utiliza en el tratamiento del sarcoma de Kaposi, cáncer de mama, 
ovario,  pulmón,  cabeza  y  cuello  y muchos  otros  tipos  de  cáncer. El  paclitaxel  se  elabora  con  las hojas  y  la 
corteza de ciertos tipos de tejos, siendo el más común el Taxus brevifolia. Actúa estabilizando microtúbulos al 
unirse a la beta‐tubulina e impedir el intercambio de GDP por GTP: 
PMHM. Punto de Monitoreo del Huso Mitótico. Mecanismo celular  formado por un complejo de proteínas, 
cuya  función es promover el arresto del ciclo celular en metafase cuando existen errores de  reconocimiento 
entre los microtúbulos y los cinetocoros.  
Polimorfismo. Alelo estable que está presente al menos en el 1% de la población 
Proteosoma. Complejo proteico de gran tamaño ubicado en el citoplasma de una célula. Es el responsable de 
la degradación de proteínas que han sido marcadas para su destrucción por medio de la unión de moléculas de 
ubiquitinaRNAi.  RNA  (RiboNucleic  Acid,  ácido  ribonucleico)  de  interferencia.  RNA  de  doble  cadena  que 
interviene  en  el  silenciamiento  génico  post‐transcripcional,  induciendo  la  degradación  de  transcritos 
endógenos homólogos. Mediante  la  implementación de  este  tipo de RNA,  es posible  evaluar  el  efecto de  la 
reducción o pérdida de la actividad de un gen de interés. 
Rezago cromosómico. Evento en el que una cromátida no es reconocida por los microtúbulos del huso (unión 
monotélica),  lo  que  deriva  en  la  generación  de  una  aneuploidía.  Puede manifestarse  también  cuando  una 
cromátida es reconocida por microtúbulos de ambos polos del huso (unión merotélica). 
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