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1. Introduccién
Los avances en biologia molecular han permitido el analisis y descripcion de mecanismos
fundamentales que sustentan el funcionamiento de la célula y sus macromoléculas. Uno
de los descubrimientos mas importantes de la historia que marco el inicio de una nueva
era en el estudio y conocimiento de los acidos nucleicos fue el de Watson y Crick, al
descifrar la estructura del ADN, ademas de que los métodos como: electroforesis,
secuenciacion, clonacién, hibridacion y reaccion en cadena de la polimerasa han sido los
cimientos en el desarrollo de la biologia molecular; lo que ha permitido avances en la
secuenciacion del genoma humano, la posibilidad de las terapias génicas, el diagnostico
molecular de enfermedades y la clonacion de genes que han sido de gran ayuda para
distintos campos de estudio como la medicina, la biologia celular y la biotecnologia que

son ramificaciones de la biologia molecular.

Desde el descubrimiento de la estructura de ADN el estudio de los Acidos Nucleicos ha
mostrado por afios interés por métodos sensibles y estandarizados de técnicas para su
estudio. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), desarrollada por Kary Mullis en
1985, revoluciond la forma en que se estudiaban estas moléculas, debido a dos
descubrimientos que hicieron esta técnica tan popular: uno de ellos fue la invencion de
los termocicladores que hacen que la amplificacion se realice con una eficacia y eficiencia
mayor, ya que realizan automaticamente los pasos de incremento y decremento de la
temperatura indispensables en la PCR y el segundo fue la aplicacion de las enzimas
polimerasas termoestables como la taq polimerasa que proviene de Thermus aquaticus
entre otras que actualmente se utilizan; estas polimerasas toleran las temperaturas a las

que se lleva a cabo la técnica de PCR.

El médulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos I, tiene dos componentes teoria y
laboratorio, este ultimo es de suma importancia para que los alumnos obtengan la
capacidad y habilidades para trabajar dentro de un laboratorio, tanto en el trabajo diario
como en el manejo adecuado de los datos obtenidos en el desarrollo de la practica,
analizar e interpretar los resultados y concluir a partir de éstos, incluso el adquirir la
capacidad para modificar los métodos ya existentes segun las circunstancias o bien
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desarrollar métodos originales, adaptandose a los requerimientos y necesidades de su
campo profesional.

Como la Biologia Molecular ha ido en auge en los ultimos anos, es de suma importancia
que tanto el profesional de la salud como el estudiante de estas areas, pongan en practica
algunas de las técnicas mas utilizadas, asimismo en este momento se realiza la
actualizacion del contenido del manual de practicas del laboratorio de Bioquimica celular
y de los Tejidos I (BCT-I), por lo que con base en lo anterior se propone como objetivo de
este trabajo incorporar la técnica PCR al manual del laboratorio, con la finalidad de que
los alumnos ademas de revisar el fundamento y la aplicacién de la misma, aprendan a
realizar la técnica, respetando la forma en la que se trabaja y adecuandolo a las
condiciones del laboratorio, como por ejemplo el numero de alumnos, equipos, material,
reactivos, tiempo de las sesiones de laboratorio.



2. Marco teodrico
2.1 Estructura de ADN

Los comienzos de la biologia molecular moderna surgieron en 1953, cuando James D.
Watson y Francis H. C. Crick realizaron un analisis de difraccion de rayos X y la
construccion de un modelo, que demostré que la estructura de ADN es de una doble
hélice; desde ese momento se pudo conocer la forma funcional del ADN como material

genético’.

El acido desoxirribonucleico (ADN consta de dos hebras de polinucleétidos que se
entrelazan para formar la doble hélice cuya misién es conservar la informacion genética,
especificando la secuencia de aminoacidos de todas y cada una de las proteinas
celulares'. Cada molécula de ADN estd compuesto por un azdcar (desoxirribosa), un
grupo fosfato y una base nitrogenada llamadas puricas (adenina y guanina) y pirimidicas
(citosina y timina), por lo que solo existen dos combinaciones de bases; la adenina
siempre forma pareja con la timina y la citosina con la guanina, y esta caracteristica se le
conoce como emparejamiento de bases complementarias. Ademas la presencia de
grupos fosfatos le confiere la carga negativa, y son responsables del caracter acido de la
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Figura 2. Todos los nucledtidos tienen una



La estructura primaria del ADN es resultado del encadenamiento entre nucleétidos
mediantes enlaces covalentes con el acido fosférico que produce un éster doble con la
posiciéon 5” de uno y 3’de otro, lo que conduce a un esqueleto covalente donde las bases

nitrogenadas quedarian perpendiculares unidas en la posicion 1’ de la desoxirribosa?.

La estructura secundaria propuesta por Watson y Crick consiste en una doble cadena
nucleotidica en forma de hélice dextrogira enrollada alrededor de un eje comun. El
esqueleto covalente, constituido por la secuencia de fosfatos y pentosas, permanece
hacia el exterior, como una cubierta hidrofilica, mientras que hacia el interior estan
orientadas las bases nitrogenadas. Esta configuracién corresponde a la forma en doble
cadena conocida como ADN tipo B, predominante en el ADN celular*?. En la forma A, los
pares de bases se disponen con una inclinacién distinta, ligeramente desplazado hacia el
exterior, en relaciéon al eje de la hélice, con un mayor grado de empaquetamiento, el cual
la separacion de surcos es similar. La estructura denominada Z donde ciertas secuencias
de ADN caracterizadas por la alternancia de bases puricas y pirimidicas, surge el
empaquetamiento levogiro (giro hacia la izquierda), donde el esqueleto covalente sigue
un disefio mas irregular. La modificacién en el tipo de empaquetamiento guarda relacion
con mecanismos de reconocimiento, para la proteccion de informacién genética y control

de su expresion®.

2.1.1 Propiedades funcionales del ADN

Un comportamiento caracteristico observado en las disoluciones de ADN, cuando son
calentadas a partir de 80 'C o sometidos a pH 4cido o alcalino, soluciones concentradas
de urea o formamida, es una repentina pérdida de viscosidad, acompafada de un
aumento de la absorbancia a 260nm. Este fendmeno se denomina desnaturalizacién o
fusiéon donde se produce una alteracion drastica en el acido nucleico debido a la
interrupcion de varios enlaces no covalentes (puentes de hidrégeno que mantiene
apareadas a las bases nitrogenadas), lo que conduce a la separacion total o parcial de los
filamentos de ADN, obteniéndose hebras separadas en toda su extension, sin alterar el
esqueleto covalente formado por enlaces entre acido fosférico y de desoxirribosa; por lo

general resulta en la pérdida de la funcién biolégica™?.
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La temperatura de fusion (Tm), en la que las hebras de ADN se separaran depende del
contenido G-C, las moléculas que contienen una mayor proporcion de pares G-C
requieren temperaturas mas elevadas para desnaturalizar porque conserva tres enlaces
de hidrégeno que los hacen mas estables que la unién A-T con dos enlaces de hidrégeno.
De hecho, el porcentaje de pares de bases de G-C en una muestra de ADN se puede
estimar a partir de su Tm. Cuando se alcanza la Tm hay un promedio un 50% de uniones
hidrégeno rotas en una molécula o fragmento de ADN en una disolucién.!

La renaturalizacion es el proceso inverso a la desnaturalizacion donde la reduccion de la
temperatura o el aumento de la concentracion de iones hacen que las dos cadenas
complementarias se vuelvan a asociar en una doble hélice perfecta. El alcance de dicha
renaturalizacién depende del tiempo, la concentracion de ADN, y el contenido idnico de
la solucion. Dos cadenas de ADN no relacionadas en secuencia permaneceran como
bobinas al azar y no renaturalizan, y lo mas importante, no inhibira las hebras de ADN

complementarias asociadas® 3.

2.2 Genoma Humano

El genoma humano (el contenido completo de material genético en una célula) esta
enrollado y plegado entre proteinas nucleares (histonas y no histonas) formando
nucleosomas (estructura basica de la cromatina) y estructuras secundarias (solenoides) las
cuales se empaquetan a su vez en asa o dominios entre las proteinas quedando de esta
forma empaquetado el ADN en el cromosoma, que vemos en la metafase®. El lugar que
ocupa un gen en el cromosoma se denomina “locus” ( “loci” en plural), es contante y
el mismo en el cromosoma de ambos progenitores’; por lo que un gen es un segmento
especifico de parejas de bases en un cromosoma. Aunque los tipos de parejas de bases
son los mismos en todos los cromosomas, difieren en el orden o secuencia de los
mismos. Este hecho tiene una enorme importancia funcional, puesto que la secuencia de
parejas de bases de cada gen de cada cromosoma es la que determina la herencia. Cada
gen dirige la sintesis de una clase de proteina, que puede funcionar, por ejemplo como
una enzima, un componente estructural de una célula o una hormona especifica®. Los
humanos poseen 46 cromosomas (44 autosémicos homédlogos y dos cromosomas
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sexuales Xy Y) en cada célula y el ADN nuclear representa un paquete de informacién
genética total de unos 3000 millones de parejas de bases en unos 25,000 genes que
codifican proteinas; esto implica que cada progenitor aporta muchos mas de mil millones
de fragmentos de informaciéon genética en los 23 cromosomas que aporta a cada
descendiente”.

Deble hékce de ADN

Hebra de 10 nm

Muclecsoma Histora H1

Solenoide
Fibra de 20 nm

P :

Cctamerade
histonas

Cromasoma

N en metafase
Asas cromatinicas

300 nm
condensado

(700 nm)

Figura 3. Niveles de empaquetamiento del ADN. Tomado de Gary A,

2.3 Proceso de transmision de informacién genética

2.3.1 Dogma Central de la Biologia Molecular

La expresion de los genes es la base del metabolismo celular, por lo cual el ADN se
transcribe en ARN, que a su vez se traduce en proteinas. La transmision de informacién
entre diversas generaciones de células es un requisito la duplicacion del material genético
por medio del proceso de copiado o replicacién del ADN, por lo tanto secuencia ADN-
ARN-proteinas constituye el dogma central de la biologia molecular para garantizar el
flujo de la informacion genética. El conocimiento de los procesos de transmision de la
informacién genética obligo a la ampliacion del esquema basico original para acomodar
otros procesos que también ocurren, al menos en unos organismos particulares como es
el caso de algunos virus (retrovirus) que sintetizan ADN a partir de ARN, y hasta el
momento no se conoce algun sistema biologico en que la informacién almacenada en

una proteina sirva para la sintesis de acidos nucleicos.’
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DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA MOLECULAR

Replicacion Replicacion del ARN

O Transcripcién 0
ADN /Q ARN Traduccion

Proteina
Genoma Transcriptoma Proteoma
Transcripcion
inversa
” Metaboloma Biomoléculas
algunos virus usan la metabolitos
enzima Transcriptasa componentes celulares

inversa

Figura 4. Ampliacion del “"dogma Central de la biologia molecular. Tomado de Herrdez A 6

2.3.2 Replicaciéon del ADN

El proceso de multiplicacion celular es un proceso que implica la division del nucleo
(mitosis) y el citoplasma. Una vez completado, se producen dos células hijas
genéticamente idénticas a la célula predecesora. El ADN de cada cromosoma se replica
durante la interface y justo antes de comenzar la mitosis. La replicacion del ADN es un
proceso complejo, porque depende de la duplicacion precisa de la enorme cantidad de
informacién genética transportada en su ADN®.

La replicacion del ADN ocurre de manera conservativa, es decir, las dos cadenas de
nucleétidos se desenrollan y cada cadena sirve de molde para formar una molécula de
ADN nueva®. La posicion en las que el ADN es primero abierto se denomina origen de
replicacion y esta marcada habitualmente por una secuencia de particular de nucleétidos.
El punto de desenrrollamiento se denomina horquilla de replicacion, esto se logra debido
a que la enzima ADN helicasa rompe las uniones de hidrégeno. Después de la separacion
la cadena sencilla se estabiliza con proteinas de union a cadena simple (SSB). Otra
proteina esencial para este proceso es la enzima ADN girasa, una topoisomerasa, que es

la encarga de liberar la tensién torsional generado por el desenrrollamento®’,
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helicasa

e proteinas SSB

s ’
5 @ / ~ ¥ \@

ADN polimerasa
ARN cebador

I

Hebra discontinua {fragmentos de Okazaki)

Figura 5. Inicio de la replicacién del ADN. Se observan las cadenas continua y discontinua; ambas se replican en
direccion de 5'a 3".Tomado de Salazar-Montes A*.

La materia prima para la generacion de una nueva cadena de ADN son los
desoxirribonucleétidostrifosfatos (dNTP), cada uno de estos contiene un azucar
desoxirribosa y una base (un nucleésido) unido a tres grupos fosfatos. Durante la sintesis
de ADN los nucleétidos se unen al grupo 3-OH de la cadena nucleotidica en crecimiento.
El grupo 3°-OH del ultimo nucledtido de la cadena ataca al grupo 5’fosfato del dNTP que
entra en el proceso. Dos fosfatos se separa del dNTP, y se forma una union fosfodiéster
entre los dos nucledétidos. Por lo que antes de comenzar a sintetizar una nueva cadena se
necesita de un cebador (sintetizada por la enzima primasa) que contiene un grupo 3’-OH
libre, para permitir el ADN polimerasa de inicio de la replicacion de ADN. Las ADN
polimerasas (enzimas que sintetizan el ADN), sélo pueden agregar nucleétidos al extremo
3’de la cadena proliferativa y esto implica que las cadenas de ADN nuevas siempre se
alargan en la misma direccion de 5’a 3". La cadena de ADN que se genera contiene
cebadores de ARN cortos unidos a la cadena que después son eliminados y sustituidos
por nucledtidos de ADN. Un analisis mas detallado revela que una hebra se sintetiza de
una manera continua (cadena lider), mientras que la cadena opuesta se sintetiza en

fragmentos de una manera discontinua (cadena retrasada)™ 6.8
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2.3.3 Transcripcidony traduccion del ADN

El proceso de trasferencia de informacion genética se da desde el nucleo hasta el
citoplasma donde se produce las proteinas; por lo que se requiere de dos pasos
especializados, conocidos como transcripcién y traduccion®. El proceso de la
transcripcion, comienza con la apertura y el desenrollado de una pequefa porcion del
ADN para exponer las bases de cada cadena. Una de las dos hebras actua entonces como
una plantilla para la sintesis de una molécula ARNm. La cadena de ARN producida por la
transcripcion tiene una secuencia de nucledtidos que es exactamente complementaria a

la hebra de ADN utilizado como molde®®’.

Figura 6. En el proceso de la transcripcion, se realiza la sintesis de una
cadena complementaria de ARN a partir de un molde de ADN. Cada
cadena de ARNm es un duplicado o copia de una secuencia particular de
genes a lo largo de una de las espirales de ADN.

En el proceso de traduccién la informacion del ARNm se lleva en los
ribosomas que se interpreta por un segundo ARN llamado ARN de
transferencia (ARNt) y un tercero conocido como ARN ribosomal (ARNTr)
para dirigir la eleccion y secuenciacidon de los bloques de componentes
quimicos adecuados, llamados aminoacidos, formando asi una cadena
proteica >8

Tomado de:
http://porquebiotecnologia.com.ar/index.php?action=cuaderno&opt=5&tipo=1&note=3

La enzima que realiza la transcripcion se denomina ARN polimerasa que permanece junto
a un promotor donde se indicara donde va a empezar a copiar y comenzara a moverse a
lo largo de la plantilla de ADN, copiando la informacion en direccién de 5’a 3", a medida
que avanza la polimerasa aflade nucledtidos, para finalizar esta etapa las moléculas de
ARNmM se liberan de la plantilla de ADN como cadenas simples (debido a que sélo se
copian desde una region limitada del ADN ) #* > 7 En el caso de las bacterias, todas las
moléculas de ARN se sintetizan por un Unico tipo de ARN polimerasa por tanto, se aplica
a la produccion de ARNm, mientras en los eucariontes existen tres ARN polimerasa; ARN
polimerasa I, ARN polimerasa II, y la ARN polimerasa III. Las tres polimerasas son

estructuralmente similares entre si y a la ARN polimerasa bacteriana. La polimerasa

9 &



bacteriana es capaz de iniciar la transcripcion del ADN plantilla in vitro sin la ayuda de
proteinas adicionales, mientras que el ARN polimerasas eucarionte no puede, por lo que
se requieren la ayuda de un gran conjunto de proteinas que se designan como TFII (factor
de transcripcion para la polimerasa II), y se enumeran como TFIA, TFIIB, y asi
sucesivamente, que debe acoplar en el promotor (una secuencia de nucledtidos en el

ADN) antes de que la polimerasa pueda iniciar la transcripcion®®.

Como se conoce, las proteina se codifican a partir de secuencias de genes, estos se
dividen en pequefos trozos de secuencia llamados exones (segmento de un gen que
consiste en una secuencia de nucledtidos que se representa en el ARNm o ARN de
transferencia final, codificando aminoacidos en la proteina) e intrones (regién no
codificante de un gen que se transcribe en un molécula ARNm que durante su
maduracion son eliminados); asi, la porcion codificante de un gen eucarionte es a

menudo sélo una pequefia fraccion de la longitud del gen’.

Figura 7. Los pre-ARNm en eucariontes son
procesados en los extremos 5’y 3”. A) Un cap, que
consiste en un nucleétido modificado y varios
grupos metilos, es adicionado en el extremo 5°. El
casquete 5" facilita la wunién al ribosoma,
aumentando la estabilidad del ARNm. B) En el
extremo 3’ se adiciona una cola poli A, C)
Eliminaciéon de intrones y empalme de exones
(splicing), con una reaccion de doble
trfnsesterificacién. Tomado de Salazar-Montes
A

Una vez que el ARNm este maduro (los intrones ya han sido eliminados y solo queden las
secuencias de nucledtidos a utilizar para producir proteinas) se alcanza el proceso de
traduccion °’.La cadena de ARNm llevada en los ribosomas que se interpreta por un
segundo ARN llamado ARN de transferencia (ARNt); la iniciacion de la traduccion
requieren de subunidades menores y mayores de ARNr, y el codon de iniciacion AUG o

GUG® 8,
10 ﬁ



La adicion de un nuevo aminoacido se lleva a cabo en tres paso: a) unién del aa-ARNt al
codoén correspondiente: este aa-ARNt ocupa el sitio ribosomal A (aminoacil); b) formacién
de la union peptidica en el sitio A; ¢) translocacién al sitio P. la terminacion de la
traduccion es dada por sefales; los codones UAA, UGA, UAG y por proteinas o factores de

terminacion® 8.

En los procariontes la transcripcion y la traduccion estan acopladas; es decir, el ARNm
empieza a traducir conforme se transcribe. En los eucariontes la transcripcion se realiza en
el nudcleo y la traduccién en el citoplasma para dirigir la sintesis de proteinas en los

ribosomas y el reticulo endoplasmatico (RE)*°.

2.4 Obtenciény purificacion de ADN

La obtencion de ADN a partir de muestras de distinta naturaleza, constituyen la etapa
previa a todo analisis genético. La obtencion y purificacién del material genético tiene
como propésito recuperar el maximo producto de ADN libre de proteina, fenol e
inhibidores de enzimas de restriccion y de la Tag polimerasa; dicho proceso es de
importancia para el uso de distintas técnicas como: la electroforesis, secuenciacion,
clonacién, hibridacion y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)que han sido los
cimientos en el desarrollo de la biologia molecular, ademas de la obtencidn exitosa de
datos confiables y reproducibles que han permitido estudiar con mayor precisiéon los
patrones de diversidad genética y su distribucion, el comportamiento, la seleccion

natural, las interacciones biolégicas, entre otros .

Los métodos de obtencion y purificacion de ADN, en general tienen una serie de pasos
basicos, que se cumplen independientemente del origen de la muestra (sangre, tejidos,
huesos, bacterias, levaduras), que estan basados en las caracteristicas fisicoquimicas de la
molécula. En los ultimos afos el uso de kits comerciales esta aumentando su popularidad
porque tienen la ventaja de acortar el tiempo en la extraccion y ademas de obtener una
alta pureza y eficacia de la eliminacién de contaminantes; pero el fundamento se

conserva y se pueden resumir en 5 pasos principales**:

1. Ruptura celular. Rompimiento de la bicapa lipidica de las membranas celulares por



tratamiento con detergentes (como dodecilo sulfato de sodio “SDS” o TritonX),
agentes quelantes (p. gj. EDTA, que tiene cuatro grupos carboxilo y dos grupos amino,
cuya forma completamente desprotonizada puede unirse a cualquier complejo metalico
en solucién), que secuestran a los cationes de la solucién para desestabilizar la membrana
celular e inhibir a las ADNasas, sales (p.ej. NaCl al 20mM), que forman una capa iénica
suave que recubre al ADN protegiéndolo y ayudando a evitar su degradacion y solucion
de Tris-HCI20mM con pH entre 7.5 y 8.2 para mantener el pH de la solucién estable.

2. Eliminacién de las proteinas. Constituyen los principales contaminantes del

extracto y se eliminan con enzimas proteoliticas, como la Pronasa o Proteinasa K.

3. Concentracion del DNA. Se emplea el uso de alcoholes (p.ej. etanol absoluto o
Isopropanol) que favorecen la precipitacion. Por otra parte, con la adicion de sales (p.gj.
acetato de sodio, cloruro de sodio, acetato de amonio o cloruro de litio) permite que el
ADN se pliegue sobre si mismo haciéndolo insoluble, porque se obtiene una capa idnica

positiva que permite su precipitacion.

4. Lavado. Para eliminar restos de reactivos y disolventes, en el caso de utilizar PCR
puede llegar a inhibir la Taq polimerasa. La pastilla de ADN se lava con etanol al 70% para
eliminar todas las sales que permanezcan en la solucidén. Las muestras se vuelven a
centrifugar, se elimina el etanol y se deja secar el ADN hasta que no haya mas trazas de
éste.

5. Resuspension. Solucion de hidratacion para mantener en solucién el ADN.

2.5 Cuantificacion de ADN

Una vez obtenido el material genético, la cuantificacion de ADN en solucion se determina
mediante espectrofotometria. La absorcion de la muestra se mide a varias longitudes de
onda para evaluar la pureza y la concentracion de los acidos nucleicos. Una absorbancia
(Ab) a 260nm es una medicién cuantitativa para las preparaciones de acido nucleico
relativamente puros en cantidades de microgramos. Las lecturas de absorbancia no
pueden discriminar entre ADN y ARN; sin embargo, la relacién de 260/280nm se puede
utilizar como un indicador de la pureza del ADN (una proporcién de 1.8 es aceptada



como puro). Las proteinas, por ejemplo, tienen un pico de absorcion a 280 nm que
reducira la relacién 260/280. La absorbancia a 325 nm indica particulas en la solucién o
celdas sucias; mientras que los contaminantes que contienen restos de enlaces
aromaticos tal como el fenol absorbe a 230nm; por lo que la proporcién 260/230 con

valores menores de 2 a 2,2 indicarian su presencia como contaminante 196,

2.6 Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las técnicas de biologia molecular estan basadas en la manipulacion y deteccion de gran
ndmero de moléculas, desde el descubrimiento del ADN se ha tenido interés por
desarrollar métodos sensibles y reproducibles que les permitan estandarizar protocolos
experimentales para su estudio; probablemente, la mas importante sea Polymerase Chain
Reaction o Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),

desarrollada por Kary Mullis, y que le hizo merecedor del Premio Nobel de Quimica'’"**.,

Ahora, la PCR es una técnica fundamental en la biologia molecular, debido a su rapidez,
especificidad, flexibilidad y un nimero extremadamente grande de aplicaciones; ya que
es una técnica in vitro de gran alcance que permite la amplificacién y el copiado masivo
de un fragmento especifico de ADN, ademas, permite mutagenizar fragmentos
especificos de ADN vy alterar una variedad de secuencias para estudiar la expresion
génica'®. Estos métodos dependen directamente de la eficiencia de la reaccion, que se
basa en el ajuste exacto de sus componentes: plantilla de ADN, dNTPs (adenina, timina,
citosina y guanina), tampén de reaccién (con MgCly), y un conjunto de cebadores que

flanquean la secuencia diana y se extienden por la Taq polimerasa.l’%°.

2.6.1 Reactivos que influyen en la PCR
2.6.1.1 ADN polimerasas

Al desarrollarse por primera vez la técnica de PCR se utilizé el fragmento Klenow de
Escherichia coli que es una ADN polimerasa I con la finalidad de producir copias de ADN
diana. Debido a que el fragmento Klenow era termosensible, la enzima tenia que ser

adicionada en cada ciclo, haciendo que la PCR fuera un procedimiento tedioso *’.

La eficiencia de la PCR se mejord drasticamente mediante el uso de una polimerasa



resistente al calor de manera que el procedimiento podria llevarse a cabo a altas
temperaturas sin tener que afiadir mas enzima antes de cada ciclo. Dicha polimerasa fue
aislado de la bacteria 7Thermus aguaticus que se obtiene de una fuente termal de ahi su
nombre comercial mas conocido como Taq polimerasa que puede soportar repetidas

exposiciones a temperatura de hasta 94°C 131719,

La Taqg polimerasa es una proteina de 94 kDa con una temperatura 6ptima de 75 a 80°C.
Se puede extender entre 60 a 100 nucledtidos por segundo a 70 °C con un cebador 30
mer rico en GC. En una mezcla de PCR, la Taq retiene el 50% de su actividad después de

40 minutos a 94 °C 79, utilizando 1U a partir de una concentracién de 5U/ulL %°.

Otras enzimas termoestables se han aislado de las eubacterias (7hermus yBacillus) y
Archaea (Thermococcus, Pyrococcus, y Sulfolobus)'’ y se pueden seleccionar por
velocidad de sintesis, precision del copiado, capacidad de sintetizar moléculas largas,
tolerancia a inhibidores de reaccion®®,

2.6.1.2 dNTPs

Los cuatro dNTPs son los cimientos para construir las nuevas cadenas de ADN. Las
variaciones desbalanceadas en sus concentraciones apropiadas (es decir, [A]= [T] = [C] =
[G]) y/o debido a su inestabilidad de los ciclos de congelacion y descongelacion, afecta la
especificidad. Concentraciones altas hacen disminuir la actividad de la Tag polimerasa e
incluso pueden llegar a inhibirla’®?%2 Las concentraciones utilizadas en la mayoria de los
casos son entre 0,2 a 1mM para cada uno de los nucledtidos, pero hay protocolos que
reportan de 20 a 200uM 3 19:21.:22:23 | 55 NTPs pueden captar iones de magnesio (Mg**)
para formar un complejo soluble, por lo tanto las concentraciones de ambos deben

guardar siempre la misma relacién &%

2.6.1.3 Iones divalentes y monovalentes

Los iones divalentes actian como cofactores en la actividad de la Tag polimerasa por lo
que tienen una funcién critica en la reaccion. Cominmente es usado el Mg?®*, agregado
como MgCly, reportando concentraciones que oscila regularmente entre 0,5 a 5 mM 21

2 En muchos casos la concentracion debe optimizarse para cada ensayo. En general,



concentraciones insuficientes dan lugar a bajo rendimiento (p, €j. la presencia de EDTA u
otros quelantes puede reducir la disponibilidad de Mg ?*) mientras que el exceso tiende a
producir amplificaciones inespecificas e inhibir a la enzima®®. Entre los iones
monovalentes mas empleado es el potasio, generalmente como KCl en una solucion

tampon con una concentracion final de reaccién de 35 a 100 mM* 20,

2.6.1.4 Solucién tampédn (buffer)

Su funcién es mantener el pH adecuado para el funcionamiento de la Taq polimerasa. Por
lo general es un buffer 10X estandar con 500 mM de KCl y 100 mMde Tris-HCI, pH 8.3.
Algunos buffer incluyen el magnesio necesario para la reaccion, y puede suceder que al
no notarlo se esté agregando magnesio extra; por lo que se estara trabajando en
concentraciones mayores a las adecuadas™ *°. Hay protocolos que recomiendan el uso
de adyuvantes en la practica para aumentar el rendimiento. Entre los adyuvantes mas
empleados es el dimetilsulféxido (DMSO), ahadido para disminuir las estructuras
secundarias del ADN; detergentes como el Tween 20 o el Triton X-100 que ayudan a
estabilizar la enzima (eliminando restos de SDS usados en la extraccion de ADN),
polietilenglicol (PEG), glicerol, formamida y seroalbimina bovina. Se ha determinado que
otros solventes como la betaina pueden actuar como agentes desestabilizadores (solutos
compatibles que ayudan a sobrevivir al estrés osmético), reduciendo la temperatura de
fusién de secuencias ricas en GC y aumentando la resistencia de la polimerasa a la

desnaturalizacion® 23,

2.6.1.5 ADN molde (Plantilla)

La plantilla de ADN utilizado en la PCR generalmente debe estar libre de nucleasas que
podrian degradar el ADN, proteinas de union o altos niveles de proteinas precipitables al
calor que inhibirian la amplificacién. Idealmente, de 10 > a 10 ® moléculas de ADN deben
de estar disponibles. Habitualmente en protocolos se ha reportado cantidades desde 100
a 500 ng cuando se utiliza ADN gendmico; en bacteria de 1 a 10 ng y si es plasmido de 0.1
alng!” 192023 No es necesario purificarlo, sin embargo el exceso de plantilla puede
disminuir la eficiencia de la polimerasa debido a los contaminantes en la extraccién de



ADN, como la heparina, el formol, los agentes quelantes, para evitar que se inhiba el

proceso de amplificacion '’ %°,

2.6.1.6 Agua

El agua que se utiliza en una reaccion de PCR debe contener muy pocas sales (agua
bidestilada), no es recomendable la variacion en la cantidad de iones entre una reacciony
otra, es recomendable utilizar agua desionizada (18m-chms) o milli-Q grado molecular
libre de DNasas y RNasas, ademas se aconseja sea purificada por luz ultravioleta, ozono o
el uso del dietil-pirocarbonato al 0,1% (este Ultimo inactiva las RNasas) ¥ 2% 2,

2.6.1.7 Los cebadores o primers

Aunque todos los componentes de una PCR son importantes, los cebadores (llamados
también primers, iniciadores, oligonucledtidos, “oligos” , etc) son una pieza
fundamental en el esquema del PCR porque de ellos depende el fragmento a copiar.
Muchas de las modificaciones de la PCR han implicado la modificacion del nimero,
tamafo, y la especificidad de los cebadores utilizados. A continuaciéon se muestra una
lista de caracteristicas que deben ser consideradas al disefiar o elegir cebadores.

e Un conjunto de cebadores éptimos deben hibridar de manera eficiente a la secuencia
de interés con la hibridacion insignificante a otras secuencias presentes en la muestra
23-25,

e Normalmente tienen una longitud de 15 a 30 pares de bases'” ' 2% % Cuanto mas
corto sea el cebador (<18 nucledtidos), mas rapido el recocido con la plantilla, pero la
especificidad disminuye con plantillas complejas (por ejemplo, ADN genémico) %°.

e Demostrar una proporcion de 40% a 75% de guanina y citosina (G + C) en la secuencia
1720 13 6ptima sera de 50% 2°. Esto proporciona una ventaja térmica suficiente para el
recocido eficiente. Dentro de un par de cebadores, el contenido de G-Cy el Tm deben
estar bien igualados. Estda Tm es la temperatura a la que se hibridan o se pegan los
oligonucleétidos en los sitios que son complementarios y, por eso la secuencia de
cada oligo se debe tomar en cuenta para conocer cual es la temperatura 6ptima para
su alineamiento, esta oscilan entre 52 a 58 °C, aunque el rango se puede ampliar de 45



a 65 °C?Y % 2%y debe diferir en no méas de 5 °C 2> 2>, Conocer la Tm proporciona una
idea de la temperatura que se utilizara en el termociclador en la etapa de alineacion,
ya que también los iones y otras sustancias que se haya en la reaccion pueden influir
en la forma en que se unen los oligos®® %.

Las secuencias diferentes que se utilizan en la PCR, son denominadas sentido
(forward) y antisentido (reward); ambas deben estar disefiadas para que hibriden con
la plantilla de ADN vy asi, ser extendidas por la Taq polimerasa en direccion 5° a 3.
Estos cebadores no deben ser complementarias una de otra, y por lo tanto tampoco
ser complementaria a otras secuencias en la platilla; ya que si existe
complementariedad en el extremo 3’ se induce a que ambos iniciadores se traslapen
en dicho extremo y sirvan de plantilla. La polimerasa los reconocera y los empezara a
replicar generando asi pequefios amplicones (fragmentos cortos de ADN
amplificados), como resultado la formacién de dimeros de cebadores y las estructuras
de bucle en horquilla; reduciendo la cantidad de oligos disponibles en la reaccién y
provocando un menor rendimiento del amplicén de interés 192026,

En la actualidad el disefio de los cebadores se realiza a través de software por ejemplo,
Primer3, Primer3Plus, Pitia, Visual OMP ™, Vector NTI ®, etc, permiten el disefio
automatizado, tomando los pardmetros mencionados 2% %,

La concentracion habitual es de 1uM pero se puede probar en un intervalo de 0.02 a
0,1 uM (20 a 100pM); si es baja puede ocasionar un pobre rendimiento de la reacciony
si es demasiado alta puede ocasionar una disminucién de la especificidad que se
manifiesta por un incremento en los productos de amplificacién inespecificos;
ademas, puede favorecer la formacién de dimeros'® 721,

Se recomienda guardar los oligos disueltos en agua destilada estéril grado milli-Q y

congelados (solucion de trabajo) o bien secos a <-20°C (solucidn stock) 21
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Figura 8. Posible secuestro del extremo 3" en los iniciadores de PCR, a) Estructura secundaria en 3": generada por
complementariedad intrainiciador, generando una estructura plegada de doble cadena que interfiere con el correcto
alineamiento del iniciador. b) Complementariedad de bases, producida por complementariedad intrainiciadores,
generando dimeros que afectan la disponibilidad de los mismos en PCR. Tomado de Salazar-Montes At

2.6.2 Termociclador

Es un equipo que facilita realizar la PCR, porque cambia la temperatura de la muestra en
cuestion de segundos y son controlados por microprocesadores que permiten el
calentamiento y enfriamiento por resistencia eléctrica de una placa metalica donde se
encuentran los pocillos para los microtubos, donde se disminuye o aumenta las
temperaturas (de 4 a 96°C) de manera uniforme durante tiempos programados en un
rango de segundos a minutos. Dado que las PCR que se incuban son soluciones acuosas,
estos equipos cuentan con una placa metalica a manera de tapa, la cual mantiene a 103
°C para evitar la condensacion del agua en las tapas del tubo donde ocurre la reaccion.
De esta manera evita que la concentracion de solutos se modifique, lo que alteraria las
condiciones 6ptimas para la ADN polimerasa y la termodinamica de la hibridacion de
primers. Para el enfriamiento se generan flujos de aire frio, lo que permite el descenso de

la temperatura relativamente rapida * 17,28



2.6.3 Esquema de la PCR

Repetir
Paso 1 Paso 2 Paso 3 pasos 1-3,
} } } } 25 veces
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Figura 9. Ejemplo de un protocolo PCR tipico. Paso 1 implica desnaturalizar la plantilla de ADN de doble cadena a 94 °C. Paso 2
implica el recocido del cebador al ADN diana monocatenario por apareamiento de bases. Paso 3 implica la sintesis de nuevo
ADN a partir del extremo 3 'del cebador (= extension del cebador) por la ADN polimerasa utilizando dNTPs en una secuencia
determinada por la plantilla de ADN. Los pasos 1-3 son un ciclo, y aproximadamente 25 ciclos producirdn un aumento en el
contenido de ADN por un factor de =1 millones (2*).Tomado de Marjorie AY.

1. Inicio de la desnaturalizacién

Las reacciones de PCR requieren de una desnaturalizacion prolongada para asegurar que
la desnaturalizacién del ADN se lleve a cabo a lo largo de toda la molécula y que la ADN
polimerasa utilizada se active. La mezcla de reaccion se mantiene por lo general entre 94
y 96°C durante 5 a 10 minutos '°%°. Este paso lleva directamente a la etapa de
desnaturalizacion.

2. Ciclos de amplificacion (principales etapas de la técnica)

e Desnaturalizacion. Es muy importante que el ADN molde se desnaturalice
completamente y asi pueda iniciar la sintesis de su nueva cadena complementaria. En
esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una temperatura de 95°C
durante 30 segundos a 1 minuto; el tiempo depende de la secuencia de la plantilla, es
decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario mas tiempo para romper sus
puentes de hidrégeno debido a que el apareamiento de estas bases esta formado por
tres enlaces, uno mas que las bases de A-T. Al final de esta etapa tendremos las
cadenas separadas (forma de cadenas sencillas) que servirdan como molde para el

4,10,17,18,19, 21, 29
1
° NS,

siguiente paso



Alineamiento, hibridacion o recocido. La temperatura se ajusta en un intervalo entre
40°C y 60°C (temperatura que depende la Tm de los cebadores y su % G-C), a esta
temperatura se forman y se rompen constantemente los puentes de hidrogeno entre
los oligonucleétidos y el ADN, quedando los oligonucledtidos "alineados” para
formar una pequefia region de doble cadena'® % %°. Sj el disefio de los primers es el
correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo
sera eficiente!®. La polimerasa se une a este pequefio pedazo de ADN de doble cadena
y comienza a copiar en sentido 5° a 3' ; al agregar unas bases mas, los puentes de
hidrogeno que se forman entre las bases estabilizan la unién y el oligonucleétido
permanece en este sitio para el siguiente paso?.

Extension (también conocida como la etapa de elongacion). En esta etapa, la Taq
polimerasa actia sobre el complejo ADN molde-primers y empieza su funcion
catalitica a una velocidad muy rapida; agregando dNTP' s complementarios para
extenderlas cadenas completas de ADN en direccién de 5 a 3’ . La temperatura
Optima para la reaccién es de 72°C, a esta temperatura la Taq polimerasa es funcional
y alcanza su méaxima actividad para evitar alineamientos inespecificos ¥ %1 |3
duracion de la extension depende principalmente en la longitud de la secuencia a
amplificar, la Taq polimerasa es capaz de afadir de 500 a 1000 nucledtidos por

minuto® %°.

Repeticion de los pasos de desnaturalizacion / hibridaciéon / extensién.(ciclo de
reaccion)

En el primer ciclo, con estas tres temperaturas de desnaturalizacion, hibridacion y

extension, se sintetizaran los primeros fragmentos a partir del ADN gendmico, de

plasmido o de bacterias. Estos primeros fragmentos no tendran el tamafio esperado,

seran un poco mas grandes ya que la taq copiara hasta donde le sea posible; después se

repiten una vez mas las tres temperaturas, pero en este segundo ciclo, los

oligonucleétidos, ademas de unirse al ADN que se adiciono al inicio, también se uniran a

los fragmentos recién sintetizados del primer ciclo, por lo tanto en este segundo ciclo la

polimerasa sintetizara 2 fragmentos largos copiados directamente del ADN y 2



fragmentos del tamafo esperado, que es el tamafo que hay entre los dos
oligonucleotidos que se ha usado. De esta forma con cada ciclo aumentara el nimero de
fragmentos del tamafio que queremos (aproximadamente se repiten 22-44 veces), al final

se obtendran en cantidades tan pequefias que no podremos detectarlos'” %2,

El nUmero de ciclos de la PCR puede ser optimizado con respecto al nUmero de copias de
ADN inicial. En una PCR 6ptima, se duplica la cantidad de copias de ADN en cada ciclo,
bajo la ecuaciéon 2" (amplificacién de forma exponencial), donde n es el nimero de ciclos.
Pero en la practica se alcanzan eficiencias de 80-95%, por lo que el factor de amplificacion
estd mas cercano a (1.9"). No es aconsejable realizar mas de 40 ciclos porque los
productos inespecificos se forman en mayor proporcién. Después de un numero
determinado de ciclos, la amplificacién deja de producirse de manera exponencial y llega
a una fase estacionaria (efecto de meseta), generalmente en esta fase, la cantidad de ADN

sintetizado es suficiente para cualquier uso®®.

4. Extension final.
Generalmente, al terminar los ciclos, se realiza una ultima extensién de aproximadamente
5 a 10 minutos a 72°C para permitir que la polimerasa termine de sintetizar todos los

fragmentos que pueden haber quedado incompletos® % 2,

5. Almacenamiento temporal
La mayoria de los programas de termociclador de PCR incluyen una etapa de espera, en el
que se mantiene la muestra a aproximadamente 4°C indefinidamente, como una forma

de almacenamiento hasta que se retira la muestra del bloque termociclador®.

2.7 Electroforesis

Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurri6 adecuadamente, los amplicones
son evaluados a través de la electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida que

permite separar estos fragmentos de acuerdo al tamafio molecular de cada uno ©2%:2% 28,

La electroforesis es un método de separacién que se basa en la migracion de solutos

idonicos bajo la influencia de un campo eléctrico. Muchas moléculas importantes



biologicamente (aminoacidos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos) poseen grupos
ionizables y existen en solucion como especies cargadas, como cationes, o bien como
aniones * 3!, Las moléculas que posean carga negativa migraran hacia el polo positivo
(dnodo) de un aparato electroforético y viceversa, esto depende de su carga, peso
molecular y estructura tridimensional 1% 3!, La carga neta de estas biomoléculas esta dada
por el pH del medio y puede ser modificada por ejemplo por la interaccién con pequefias

moléculas de iones™°.

La velocidad de migracion electroforética depende de la densidad de carga de la
molécula (relacion carga/peso), pH del medio, voltaje aplicado y concentracién del gel en
la electroforesis. Un voltaje muy alto crea un exceso de calor por lo tanto aumenta la
temperatura del buffer generando el efecto "sonrisa” o smiling. En contraste al aplicar
bajo voltaje puede ocurrir una pobre separacién en la corrida electroforética®® 32 Para el
caso de productos de PCR (entre 100 pb a 1,5 kb), se recomienda usar voltajes
comprendidos entre 75 a 100 voltios .

2.7.1Equipo para electroforesis
El equipo para electroforesis tiene los siguientes componentes: un contenedor que evita
la contaminacién y derramamiento, dos polos que atraeran a las biomoléculas, una
fuente de poder generadora de campo eléctrico regulable, una matriz que permite un
segundo punto de resolucion y una solucién amortiguadora de pH que mantenga la

integridad de las biomoléculas %%,

2.7.2Electroforesis en acidos nucleicos
La electroforesis en gel de agarosa es el método normalizado que se utiliza para separar,
identificar y purificar fragmentos de ADN cuando no requerimos un alto poder de
resolucion 3, en el caso de la separacién de moléculas menores o iguales 50 pb se usa

poliacrilamida®®.

Los fragmentos de ADN, se analizan a través de una matriz sélida que funciona como un
filtro para separar los amplicones en un campo eléctrico. La separacion se hace bajo un
buffer, el mas comun es el TBE (Tris Boratos EDTA), que es muy estable y que se puede



reutilizarse varias veces. También se utiliza con frecuencia el buffer TAE (Tris Acetatos
EDTA), que es menos estable que el TBE y tiende a ionizarse mas rapido, pero permite
obtener mejor separacion de bandas, sobre todo si son de gran tamafo (1 kb o mas);

ambos contiene EDTA a pH=8%2%31

Generalmente el porcentaje al que se prepara el gel es al 1.2 a 2% dependiendo del
tamafio del fragmento amplificado, se le adiciona bromuro de etidio, sustancia que se
intercala entre las bases del fragmento de ADN y es fluorescente cuando se ilumina con
luz ultravioleta a una longitud de onda determinada (264-366 nm). Se veran las bandas
correspondientes a las muestras de ADN aplicado y los marcadores de peso molecular
que tiene un numero determinado de segmentos de ADN conocidos, lo que facilita la

identificacion de los amplicones y su tamafio corresponde con el esperado?* 334,

Es importante mencionar que las muestras de ADN que se cargan en el gel de agarosa se
mezclan en primer lugar con un tampon de carga (buffer de carga) que por lo general
contiene agua, sacarosa y un colorante (por ejemplo, cianol de xileno, azul de
bromofenol, verde de bromocresol, etc.)*®, que permiten monitorear la corrida

electroforética.

2.8 Variantes de técnica de PCR

PCR en tiempo real. Su fundamento consiste en medir no la cantidad del producto
formado al final, sino en la velocidad en la que se estd formando en momentos

moderadamente tempranas a la reaccion'® 21263,

PCR por transcripcion inversa (RT-PCR).Se emplea una enzima denominada
retrotranscriptasa que posee la capacidad catalitica de sintetizar ADN a partir de ARN

produciendo ADN complementario (cADN) *°.

Hot PCR inicio. Es una técnica que reduce los productos no amplificados durante el
arreglo inicial en las etapas de la PCR. Se puede realizar manualmente mediante el
calentamiento de los componentes de reaccion a la temperatura de desnaturalizacion
(por ejemplo, 95 °C) antes de la adicion de la enzima polimerasa. Ya que se ha

comprobado la existencia a temperatura ambiente de unidon de un anticuerpo con la



enzima. Esta variante en la actualidad se usa polimerasas inactivadas a temperatura

ambiente y que se activan instantdneamente a temperatura de elongacion®>.

PCR Multiplex. El propésito es amplificar varios objetivos en el mismo tubo. Ha tenido
muchas aplicaciones y se suele utilizar para la genotipificacion, donde se requiere el
analisis simultaneo de multiples marcadores, para la deteccién de patdogenos o los
organismos modificados genéticamente, o para los analisis de microsatélites. Ensayos
multiplex son dificiles de establecer, por lo que vale la pena sélo para los andlisis que se

repetirdn muchas veces, ya que al final, ahorran espacio, dinero y tiempo?® .

Existen muchas modificaciones de la PCR convencional, a partir del momento en que fue
desarrollada por Kary Mullis, han surgido modificaciones a la técnica, por lo que las
variantes mencionadas no son las Unicas en existencia y hasta el momento hay mucha
informacidn sobre otros tipos de PCR que han utilizado y modificado la técnica, para fines

de investigacion 1719 26.28,29,37

2.9 Aplicaciones

PCR es una herramienta de manipulacion y produccion genética que ha facilitado la
inclusion de la biologia molecular en tantas areas de investigacion que ha logrado
impulsar el conocimiento humano. En la actualidad, la PCR se aplica en diferentes areas
de las ciencias bioldgicas y de la salud, formando parte del quehacer cientifico de muchos
laboratorios de investigacion que la utilizan principalmente para expresion génica,
genotipificacion, deteccién de patégenos y analisis de mutaciones'® A continuacion se

discuten algunos ejemplos.

Biologia Molecular. Para amplificar secuencias de DNA que luego son facilmente
clonadas y/o secuenciadas. Asimismo, para generar mutaciones aleatorias o dirigidas;
identificar genes expresados de forma diferencial; rastrear rapida y eficientemente

bibliotecas génicas; secuenciar mediante secuenciacion ciclica; etc.

Medicina. Ha permitido comprender la interaccion de moddulos de genes que
coordinadamente realizan las funciones celulares integradas, como el mecanismo
molecular de la expresion fenotipica del genotipo, también ha conducido al concepto de



diagnostico personalizado, para correlacionarlo con el tratamiento adecuado para
disminucién de reacciones adversas (farmacogenémica), ademas resulta muy valiosa para
el diagnostico la posible existencia de enfermedades hereditarias en el embrién o adultos
39En el uso en pacientes con cancer ha hecho posible detectar una molécula haciendo
posible el diagnostico con menor cantidad de materiales bioldgicos complejos™.

Virologia. La técnica de PCR ha servido para la deteccidon o cuantificacién de virus en

humanos infectados, ademas se han empleado para diferenciacion de genotipos virales*..

Bacteriologia y micologia. La terapia con antibidticos y antifingicos esta basada en la
identificacion por tinciones y cultivos, la alta variabilidad en la identificacion de
patdbgenos en observacion ha sido corregida por el uso de PCR especialmente en
aquellos microorganismos dificiles de cultivar o de lento crecimiento, una deteccion mas

profunda del patégeno puede agilizar la prescripcion de antibiéticos apropiados®**.

Parasitologia. Las técnicas de biologia molecular y particularmente PCR han sido
utilizadas ampliamente para el diagnéstico de parasiticos de interés médico, ya que
permite una cuantificacion precisa y un uso rutinario para el diagnostico, facilitando el
estudio de poblaciones parasitarias, aunque el uso para la malaria permanece limitadoy a

un alto precio™.

Ciencia forense. Permite la obtenciéon de informacidn exacta sobre el genotipo de una
muestra, que constituye una gran parte de la evidencia fisica en la investigacion criminal,

a menudo siendo decisiva para el esclarecimiento del crimen®.

2.10 Polimorfismos genéticos

La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la resistencia
individual a distintas enfermedades radica principalmente en los SNP’ s, debido a que el
genoma humano no es una estructura pasiva; al contrario, el ADN esta expuesto a un sin
nuimero de alteraciones o modificaciones que son llevadas a cabo en uno o en pocos
nucleétidos que pueden dar como resultado la aparicion de enfermedades. Estos
cambios pueden ser originados por errores en los mecanismos de replicacion vy
reparacion del ADN. Asi, estos cambios puedes ser benéficos o mortales, los que se



conoce como polimorfismos, son considerados como tal cuando la frecuencia de uno de
sus alelos en la poblacién es superior al 1%. Hay varios tipos de polimorfismos, pero los

mas frecuentes son los SNP' s%47,

El estudio de los polimorfismos, tienen gran aplicacién en campos como la medicina
forense y en el estudio de las enfermedades comunes como la HTA, sindrome
metabdlico, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, asma y las enfermedades autoinmunes
como el lupus eritematoso generalizado, artritis reumatoide (AR), entre otras, tienen un
origen multifactorial, es decir, que para que se desarrollen se requiere de la participacion
e interacciéon de multiples genes de baja penetracién y factores ambientales encontrados
en cada poblacién. Se sabe que el componente genético y variantes comunes tipo SNP
desempefan un papel determinante en el desarrollo de estas patologias
multifactoriales*’. Su estudio ha servido de pauta para la creacién de nuevas disciplinas

como la ecogenética y la farmacogenética®®.

Una manera de identificar los polimorfismos es aplicando PCR en tiempo real que es un
método basado en la aplicacién de la técnica de PCR convencional y en la creacion de dos
sondas alelo-especificas, las cuales emiten una sefal fluorescente al unirse al templado.

Ademas existen sondas predisefiadas para un sinnimero de polimorfismos*.

2.11 El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)

El complejo mayor de histocompatibilidad posee muchas variaciones genéticas entre
individuos, este polimorfismo es el causante del rechazo que puede presentarse durante
de los trasplantes de tejidos. A este hallazgo se llego cuando por primera vez se utilizaron
técnicas de trasplante de tumores y de tejidos entre diferentes cepas de ratones
identificando el primer complejo principal de histocompatibilidad llamado H-2, gracias al
avance de nuevas tecnologias para la transfusion y trasplantes de tejidos en persona, fue
posible descubrir la activacién de anticuerpos contra linfocitos de los donantes y células

de otras personas, produciendo el rechazo del trasplante de 6rganos *4°.

El CMH humano abarca 3,6 megabases de ADN en el brazo corto del cromosoma 6
donde se encuentran aproximadamente 224 genes Figura 10, de los cuales 128 (57,1%)



fueron consideradas para ser expresados, y los productos de las proteinas de 51 (39,8%)

de los genes expresados se conoce que se involucran directamente en el sistema inmune
51,52

La region del MHC en el cromosoma 6 contiene numerosos genes polimorficos que
desempenan papeles importantes en el sistema inmunologico porque proporcionan
proteccion contra patégenos y formacién de tumores. Los primeros moléculas de CMH
fueron descubiertos en la superficie de leucocitos y en humanos fue referido como el
complejo de antigeno leucocitario humano (HLA). La familia de genes MHC se divide en
tres subgrupos: MHC de clase [, [T y IIl. EIl CMHde clase I (HLA-A, -By -C) y clase Il ( HLA-
DR, -DQYy -DP genes) codifican la superficie celular moléculas presentadoras de antigeno
que se unen a péptidos cortos derivados de proteinas no propios y autdonomos,
incluyendo infecciones y autoantigenos. La presentacion de estos péptidos HLA-anclado
a los linfocitos T desencadena una cascada de respuestas en genes asociados al sistema
inmune que conduce a la inmunidad adaptativa. CMH de clase IIl genes codifican diverso
grupo de moléculas que realizan varias funciones inmunes en el cuerpo, tales como
proteinas del complemento implicadas en la respuesta de anticuerpos y citoquinas

inflamatorias *® >1>?,
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Figura 10. Localizacién gendmica de los genes MIC con respecto a
los genes MHC clase I. Tomado de Rabinovich™.



2.11.1Tipos de moléculas de CMH

Clase I (CMH-I). Presentan antigenos peptidicos derivados de los patdégenos que se
replican dentro de la célula (p. €j. los de origen viral, bacteriano o tumoral cuyas proteinas
se encuentran en el citosol de la célula infectada), que son mostrados a las células Tc-
CD8+ (citotdxicas), cuya funcion es destruir estas células y que se caracterizan por la
presencia de la glucoproteina CD8 en su superficie. Las moléculas de CMH clase | estan

presente en la mayoria de las células nucleadas por su facilidad para infectarse por virus
48,50, 52

Clase | clasicas: se encuentran HLA -A, -B, -C, -DR, -DQ y -DP son probablemente el mas
conocido de todos los genes de CMH, dada sus respectivas funciones en el transporte de
péptidos y presentacion antigeno especifico a las células T CD8+ y CD4+. Dichos genes
se caracterizan por su extraordinario polimorfismo, que se manifiesta en la considerable
variacion en las frecuencias de alelos y haplotipos individuales (combinaciones de alelos
en desequilibrio de ligamiento), tanto dentro como entre las diferentes poblaciones o

grupos étnicos #2032,

Clase | no clasicas: se encuentran HLA E, -F, -Gy los 7 genes MIC o PERB11, de los cuales
s6lo MICA y MICB codifican transcripciones (estos genes son altamente polimérficos),
mientras MICC, MICD, MICE, MICF y GICM son pseudogenes>® > >3,

Clase II (CMH-II). Presentan antigenos peptidicos obtenidos de los patdogenos y sus
productos y que son sintetizados extracelularmente y son capturados por las células
fagociticas. Estas moléculas de clase Il presentan péptidos a los linfocitos T helper que se
caracterizan por la presencia de glucoproteina CD4 en su superficie y se especializan en la
captacion y procesamiento de patégenos, por ende dirigen la activacién de macréfagos o

células B >% 2,

Estructura del CMH Clase Iy II

CMH-Clase I. Molécula constituida por una cadena polipeptidica a, con tres plegamientos
o dominios (a: 1, 2 y 3) y la subunidad B2microglobulina que se asocian de manera no

covalentemente. En la hendidura que se forma entre al y o2, se aloja el péptido



antigénico que va a presentar °% >2,

CMH-Clase II. Esta integrada por dos cadenas polipeptidicas: a y B, ambas con dos

dominios. El sitio de union del péptido antigénico que presenta, se localiza entre ol y
Bl48, 50, 52

2.11.2 Gen MICA

En 1994, se descubrid un grupo de genes relacionado con los genes MHC de clase I
llamado MIC (MHC class I chain-related genes) o PERB11 (Perth bloque beta transcripcion
11). Se ha encontrado que un miembro de esta familia, MICA, es el gen de clase I no

clasica mas polimérfico.
Caracteristicas del Gen MICA:

e Se encuentra al final de la region centromérica aproximadamente 46,4 Kb de HLA-
B, presentado alrededor de 65 alelos para MICA identificados hasta el momento >*
54‘

e MICA (11,7 Kb) se transcribe en un ARNm de 1382 pb, dando lugar a un
polipéptido de 383 aminoacidos y aproximadamente una masa molecular de 65
kDa52, 54.

e Su estructura es similar a las de moléculas clase I clasica (Ver figura 11), se
compone de tres dominios extracelulares, ol (codificados por el exéon 2), o2
(codificada por el exén 3) y a3 (codificado por el exdn 4), un segmento
transmembrana (codificada por el exén 5) y una cola carboxil terminal
citoplasmatica (codificado por el exdn 6) figura 11°% >4,

e Los exones 2-4 que codifica los tres dominios extracelulares de la molécula,
presentan numerosos polimorfismos, principalmente resultantes en un sdélo
aminodacido sustituciones que generan posiciones dimorficos, de los cuales
muchos son cambios no conservativos .

e MICA no es evidentemente una molécula presentadora de antigeno peptidico *.

e Se ha observado que otros mamiferos como chimpancé, cebra, cerdo, vaca, perroy
hamster, estos poseen un gen homdlogo a MICA.
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El polimorfismo MICA esta asociado con un nimero de enfermedades relacionadas
con la actividad células NK, tales como la infeccion viral, el cancer y el rechazo de
aloinjerto (renales y pancreaticos con evidencia tanto de rechazo agudo y crénico)
53, 54'

Las proteinas MICA pueden afectar la supervivencia de los trasplantes de rifidn,
corazon o pulmon a través de la activacion del sistema del complemento debido a
que los anticuerpos anti-MICA pueden matar a las células en presencia de
complemento > %,

Diferentes afinidades de los alelos de MICA para NKG2D pueden afectar umbrales
de activacién de las células NK y la modulacién de células T >L.

A diferencia de la clase I moléculas clasica, MICA no se une p2-microglobulina. En
lugar de ello, codifica una proteina unida a la membrana que actia como un
ligando para estimular un receptor de activacion, NKG2D, expresada en la
superficie de esencialmente células (NK), y& Ty CD8 + células T af3; las células NK
se sabe que juegan un papel crucial en el tumor y la vigilancia del virus, la
hematopoyesis y inmunoregulacion®® >3 >4,

Se expresa constitutivamente en niveles bajos en las células epiteliales en el
intestino y el timo, células endoteliales, fibroblastos y monocitos >l Una alta
expresion en condiciones de estrés, tales como durante las infecciones virales y
bacterianas, de choque térmico, de respuesta dafio en el DNA, la transformacién

oncogénica y en condiciones autoinmunes. MICA sirve como sefal de estrés



celular, y el compromiso de NKG2D por MICA activa las células NK, y coestimula
algunas células yd T y especificos de antigeno CD8 + células T af, resultando en
una gama de funciones efectoras inmunes, tales como la citotoxicidad y la
produccién de citoquinas >3,

El reconocimiento de la molécula de MICA por el receptor NKG2D permite a las
células inmunes identificar y atacarcélulas infectadas o transformadas sin la
necesidad de la expresion de MHC de clase [ o de reconocimiento de antigeno. Por
lo tanto, la interaccion MICA / NKG2D es un mecanismo eficaz para
inmunovigilancia (figura 12). Sin embargo, las células tumorales han desarrollado
mecanismos para minimizar o evitar la respuesta mediada por NKG2D por la
presencia de MICA en la superficie celular®® >,

Los primeros estudios realizados al gen MICA en humanos fue la asociacion a
enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide, enfermedad celiaca y la
diabetes tipo 1. Ademas se ha encontrado también relacion con la enfermedad de
Behcet, enfermedad de Crohn, espondilitis anquilosante, progresion de la hepatitis
C cronica para HCC, riesgo de cancer de mama, carcinoma nasofaringeo, artritis
psoridsica,cancer gastrico, melanomas, Enfermedad de Addison, la enfermedad de

Kawasaki,etc> >4,
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Figura 12. Mecanismo de expresion MICA. MICA, el ligando de células NK son los receptores NKG2D, este forma un
complejo con un disulfuroisomerasa, ERP5, para inducir un cambio conformacional que permite la escision
proteolitica de MICA por proteasas ADAM. EI MICA entonces interactua con NKG2D, que, a su vez, induce la
internalizacion y degradacion del receptor y estimula la expansion de la poblacidon de células T inmunosupresores.
Mun-Kit C*. http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S1471491410000080.



3. Problema de investigacion.

Actualmente se dispone de nuevas técnicas de investigacion de biologia molecular, muy
reproducibles, sensibles, especificas y rapidas, que nos aportan datos sumamente
confiables y que permiten explorar los procesos mas intrincados que se dan en las células
vivas, de tal forma que han dado lugar a aplicaciones practicas muy importantes en los
campos de la medicina, la farmacia, la genética y otros relacionados, por ejemplo las
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa y retrotranscripcion (PCR y RT-PCR).
Especificamente la técnica de PCR es una herramienta de manipulacion y produccion
genética de gran importancia que ha facilitado la inclusién de la tecnologia de biologia
molecular en muchas areas de investigacion como en la medicina para deteccion de
diagnodsticos y la farmacia para evaluacion de tratamiento farmacologico, en
microbiologia para la deteccion, analisis de mutaciones y cuantificacion de virus,
bacterias, hongos y parasitos de importancia clinica, en la ciencia forense para la
deteccién de muestras gendmicas a través de fluidos bioldgicos u objetos que hayan
tenido contacto con el individuo, entre otras aplicaciones.

Con base en lo anterior y considerando que las actividades del laboratorio de BCT I se
encuentran en proceso de actualizacion se propone la incorporacion de la técnica de PCR
en su manual de practicas, considerando las condiciones y recursos del laboratorio. Lo
anterior permitira que los alumnos adquieran los conocimientos tedricos y practicos para
realizar la técnica y analizarla a través del analisis fotografico del gel de agarosa para
poder identificar los problemas técnicos que se presenten y plantear soluciones. De esta
manera se promovera la nocién de la utilidad de la técnica para su posterior uso en su
vida profesional.

La actualizacion de este material es de gran importancia ya que el estudiante se
mantendra a la vanguardia en las técnicas de biologia molecular que se estan aplicando
en escenarios reales y le proporcionara fundamentos y bases para que se enfrente de una
manera mas habil a las materias siguientes en el plan de estudio y en el area terminal que
elijan. También se fortaleceran las habilidades técnicas de los alumnos lo que les
permitira contar con mejores herramientas para su futuro desempefo laboral y

profesional.



4.

Objetivo general.

Incorporar la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en la actualizacion

del manual de Bioquimica Celular y de los Tejidos I, , con la finalidad de que los alumnos

ademas de revisar el fundamento y la aplicacion de la misma, aprendan a realizar la

técnica, respetando la forma en la que se trabaja y adecuandolo a las condiciones del

laboratorio, como por ejemplo el nimero de alumnos, equipos e instrumentos, material,

reactivos, tiempo de las sesiones de laboratorio.

0
L X4

4.10bjetivos particulares
Obtener muestras de ADN a partir de sangre humana, utilizando el Kit comercial

"WizardGenomic DNA Purification™ para utilizarlo como ADN molde en la técnica
de PCR.

Cuantificar la concentracién y pureza del ADN recolectado en el laboratorio de BCT
I por el método espectrofotométrico usando el equipo BioPhotometery, para
utilizarlo como ADN molde en la técnica de PCR.

Establecer las condiciones de concentracion y cantidad de Buffer (MgCly), dNTP’s,
Primers, ADN Polimerasa y ADN molde para realizar la técnica de PCR de acuerdo
a los recursos del laboratorio de BCT L.

Establecer las condiciones de temperatura y tiempo para las etapas de
desnaturalizacion, alineacidon y extension para programar el Termociclador
(MASTERCYCLER PERSONAL) y asi amplificar el Gen B-Actina humana como gen
de referenciay exén 2y 3 de gen MICA.

Analizar la amplificacion del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%y
analizar las bandas obtenidas.

Probar la técnica estandarizada de PCR con los alumnos del laboratorio de BCT L.

Redactar la practica de la técnica de PCR de manera legible para los alumnos de
BCT I para anexarla al manual de BCT L



5. Hipotesis
PCR es una técnica in vitro que permite la amplificacion y el copiado masivo de un
fragmento especifico de ADN con diversas aplicaciones. Al estandarizarla técnica de PCR
de acuerdo a las condiciones y recursos del laboratorio de Bioquimica Celular y de los
Tejidos I (BCT I), ésta técnica podra ser incluida dentro del manual de BCT I como parte de
la actualizacién de sus actividades. Por lo anterior, la practica podra ser ejecutada por los
alumnos y asi, adquieran los conocimientos y destrezas necesarias acerca de esta técnica

para ser aplicados en los semestres posteriores y en su vida profesional.



6. Metodologia

Diagrama de flujo.

Extraer de material genético (ADN Humano)

\’

Cuantificar el ADN por espectrofotometria
\4
Programar el Termociclador para la amplificacion de
B-actinay exén 2y 3 del gen MICA

\

Preparar reactivos y equipos para la técnica de PCR de
acuerdo a las condiciones del laboratorio de BCT |

\

Realizar la amplificaciéon de gen B-actinay exén 2y 3 del
gen MICA

v

Analizar el producto de la amplificacién de ADN mediante
Electroforesis en gel de agarosa, fomando fotografias para
los resultados

v

Llevar a cabo la técnica de la PCR en el laboratorio de BCT
| con alumnos y profesores

Vi

Redaccion la técnica de la PCR al formato de las prdacticas
del laboratorio de BCT |

Revisidn para su
Aprobacién de la
prdctica de PCR.
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Extraccion del ADN genomico utilizando el Kit Wizard de Promega®.

» Extraer sangre venosa con tubo Vacutainer que contenga EDTA como anticoagulante.

> Utilizar un volumen de 3mL de la sangre previamente mezclada y afadirla a un tubo
de 15mL que contiene 9mL de solucién de Cel/ Lysis®y mezclar 6 veces.

> Incubar la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente (invertir de 2-3 veces
durante la incubacion) para lisar los eritrocitos y centrifugar a 3500 rpm durante 10
minutos.

> Retirar el sobrenadante sin alterar el sedimento visible blanco. Afadir un 1mL
adicional de solucion de Cell Lysis®. Mezclar y centrifugar como el paso anterior.

> Retirar el sobrenadante y agitar el tubo vigorosamente hasta que las células blancas
de la sangre se vuelven a suspender.

» Agregar 3mL de solucion de Nuclei Lysis® al tubo que contiene las células
resuspendidas. Mezclar para lisar las células blancas.

» Afadir ImL de la solucidn de Protein Precipitation® al lisado nuclear y agitar durante
10 a 20 segundos. Centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos. Al terminar se
observara un botén de proteinas color marrén oscuro.

> Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 15mL que contiene 3mL de
Isopropanol.

> Centrifugar a 3500 rpm durante 1 minuto. El ADN sera visible como un pequefio
precipitado blanco.

» Decantar el sobrenadante, y afiadir 3mL de etanol al 70% y centrifugar como en el
paso anterior.

» Aspirar cuidadosamente el etanol utilizando una pipeta Pasteur y dejar secar al aire
durante 10 minutos.

> Anadir 250puL de la solucidon de Rhehydrataion® de ADN al tubo. Almacenar el ADN a

2-8 °C hasta su uso



Cuantificacién y pureza del ADN Humano

>

Mezclar la muestra de ADN vy realizar una dilucién 1:20 de la muestra concentrada con
agua Milli Q en un volumen final de 100uL

Encender el equipo BioPhotometer y seleccionar la funcién No. 7 que permite la
medicién de la concentracién de ADN y de su pureza.

Utilizar como blanco 50uL de agua Milli Q en una celda de plastico para ajustar el
equipo, presionando el boton “blank” (observar cero en la pantalla digital).

Después de ajustar con el blanco, mezclar y colocar 50uL de la muestra en la celda,
oprimir el boton “Sample” vy anotar los datos que se obtienen: concentracion,

absorbancia a 260nm y el cociente de la relacion de las absorbancias 260/280.



Electroforesis para verificar la presencia de amplicones.

Técnica para la electroforesis en gel de agarosa

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Preparar la agarosa al 1% en amortiguador TBE 0.5 % en un matraz y calentar la
solucion para disolver por completo la agarosa, hasta que se observe transparente.
Enfriar un poco la solucion y adicionar 8 uL de Midori Green (reactivo empleado para
darle fluorescencia a las muestras con la exposicion de luz UV) y homogeneizar.

Verter en el soporte del gel y colocar los peines para formar los pozos en nimero y
tamafo deseado. Dejar que solidifique el agar por 30min.

Una vez solidificado retirar los peines. Colocar el agar dentro de la camara y adicionar
TBE 0.5% hasta cubrir por completo el gel.

Colocar en el primer pozo 5uL de marcador de peso molecular y a partir del pozo dos
colocar 5uL de las muestras amplificadas, mezclando con 5uL de buffer de carga para
cada muestra.

Conectar los electrodos de la camara a la fuente de poder, seleccionar el voltaje de 85
Voltios y correr la electroforesis durante 1 hora y 10 minutos.

Observar la presencia de bandas separadas en el Transiluminador.

Tomar las fotografias necesarias para analizar las bandas.



7. Resultados

Extracciéon Purificacion de ADN Humano

Se realizd la extraccién y purificacion de ADN con el protocolo del Laboratorio de
Bioguimica Celular y de los Tejidos I, usando el Kit Wizard de Promega®, donde se
obtuvo una buena cantidad de ADN (ver Tabla 1). La extraccién se realizdé con los alumnos
del Semestre 2015-2 de la asignatura de BCT I en el horario de Laboratorio.

Figura 13. A) Lisis de eritrocitos con solucion lisis celular. B) Sobrenadante con el botdn de células Blancas. C) Sedimento
de células blancas. D) Solucidn Lisis de nucleos a las células blancas. E) Solucidn de precipitacidn de proteinas. F)
Precipitacidn de proteinas (color marrén). G) Hebras de ADN color blanco en Isopropanol.
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Cuantificacién y purificacion de ADN Humano

El ADN recolectado en el laboratorio se cuantifico en el Biofotdmetro, obteniendo la
concentracion a 260nm vy la pureza utilizando la relacion260/280 de cada una de las
muestras de ADN extraidas (se utilizdé una diluciéon 1:20), ver Tabla 1.

Figura 14. A) Equipo Biofotdmetro. B) Cuantificacion del ADN gendmico dilucién 1:20 en el Equipo
Biofotémetro. C) Lectura de las absorbancias 260, 280 y la relacién 260/280.

Electroforesis de ADN genémico dilucion 1:20

Resultado de la electroforesis de ADN gendmico en gel de agarosa al 0.7%: para analizar
la pureza y el tamafo del ADN gendmico extraido, se observa que las muestras 1 a 9
presentan una buena sefal, la muestra 10 presentd una sefal débil, en las diez muestras

seleccionadas se detectaron bandas mayores a 10,000 pares de bases. Figura 15.

Carriles >

10,000
—
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Figura 15. Gel de agarosa al 0.7%, corrido durante una hora y 20 minutos (muestra con dilucién 1:20)
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Tabla 1 Resultados de la cuantificacion y pureza de las muestra de ADN dilucion 1:20
usadas como plantilla en la mezcla de reaccion de PCR.

Muestra pg/mLdin 1:20 Mg/mL 260 260/280
1 54.9 1098 1.498 1.72
2 43.6 872 0.872 1.85
3 52.3 1046 1.047 1.81
4 41.8 836 0.837 1.83
5 32.2 644 0.644 1.64
6 36.8 736 0.735 1.83
7 34.0 680 0.821 1.69
8 46.0 920 1.278 1.57
9 30.4 608 0.607 1.50
10 31.2 624 0.550 1.54

Estandarizacion de la técnica de PCR

e Se eligieron las muestras con una concentracién entre 600 y 1100 ug/mL y cuya
relacion de pureza 260/280 estuviera entre 1.5-2.0.

e Los iniciadores especificos para el gen B-actina humana fueron adquiridos de acuerdo
a lo reportado de la base de datos PubMed — NCBI *’ (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencia de los primers para -actina humana.

Tm
Primer Longitud Secuencia oc %G+ C
B-actina 5" Sen 20 5-GGT CTC AAA CATGATCTG GG-3" 53.1 50
B-actina 3" Anti 20 5-GGG TCA GAA GGATIC CTATG-3"  52.1 50




Tabla 3. Condiciones de concentracion y cantidad para la reaccidén de la cadena de la
polimersa (PCR) ajustadas para un volumen de 25 pL por tubo para amplificar B-actina

humana.
Reactivo uL por tubo Concentracion final
5X Buffer/MgCl; 5 1.5 mM MgCl;
dNTP’s (2mM) 2.5 0,2 mM de cada dNTP
Primer Sen 0.5 25 pmol/uL
Primer Anti 0.5 25 pmol/uL
Agua Milli Q cbp 13.85
Gotaq polimerasa 5U/ uL 0.15 0.75 U(0.03 U/pL)
ADN 2.5 1-3 pg/25uL
Total 25

Figura 16. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR.




Tabla 4. Programacion del termociclador (MASTERCYCLER PERSONAL) para el gen -

actina humana.

Paso Temperatura °C Tiempo
1( Desnaturalizacién) 95 4 min
2 (Desnaturalizacion) 95 30s
3 (Alineamiento) 53
50s
4 (Duplicacion) 72 30s
5 Repetir pasos 2-4, 32 veces
6 (Extension) 72 8 min
7 15 Por siempre

A
FETTITI T T T T —

Figura 17. Programacioén del Termociclador y colocacién de las muestras.

Tabla 5. Condiciones para la electroforesis en gel de agarosa para la separacion de los

fragmentos amplificados.

Parametro Condicién

Voltaje 85 Volts

Tiempo 1 hora con 20
minutos

Midori Green 5ulL

43

&



Figura 18. Electroforesis de los fragmentos amplificados.

Resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1% de las muestras amplificadas del
gen B-actina humana, se observan bandas entre 200 y 300 pb con una sefal débil que
corresponden a la B-actina usando un marcado de 100 a 3000pb.

. Marcador 1 2 3 4 g 6 7 8 9 10
Carriles — 4 - ——

300
200

Pares de
Bases

Figura 19. Gel de agarosa al 1% corrido durante una hora y 20 minutos a 85 Volts.

Amplificacion de gen B-actina
® Se realizé la amplificacién del gen B-actina humana en el curso de actualizacion de

profesores de la carrera de Q.F.B, con las condiciones para la técnica de PCR

previamente establecidas (Tabla 3).
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Figura 20. Preparacién de la mezcla de reaccidn en el curso Aspectos Experimentales de Biologia Molecular 11l
para profesores y alumnos.

e Se realizdé la programacion del termociclador (MASTERCYCLER PERSONAL) con las
temperaturas que se encuentran en la tabla 4, con una temperatura de alineacién de
53 'C que corresponde al gen B-actina humana.

Figura 21. Explicacién del Uso y manejo del termociclador para llevar a cabo la técnica de la PCR.

e Serealizo la electroforesis de los productos amplificados en gel de agarosa al 1% para

verificar si la amplificacion se llevé adecuadamente.

Figura 22. Electroforesis de los amplicones de B-actina. A) carga de muestra, B) cdmara de electroforesis con
gel de agarosa, C) observacion del gel de agarosa con el Transiluminador para observar las bandas obtenidas.




Resultados de las bandas obtenidas en las electroforesis en gel de agarosa al 1%, las
muestras amplificadas del gen B-actina humana, se observan bandas con una sefal débil,
excepto en las muestras 2 y 6 (Figura 23), mientras que en la figura 24 se notan impurezas
en la muestra y que el tiempo de corrimiento no fue el adecuado debido a que fue mayor
a 1h 20 min.

Carriles

3000

1500
1000

500

300

200
Pares de
bases

Figura 23. Fragmentos amplificados del gen B-actina observados en gel de agarosa al 1% corrido durante una
hora y 20 minutos a 85Volts, donde se observan bandas de 200-300 pb.

Carriles

3000

1500
1000

500

300

200
Pares de
bases

Figura 24. Fragmentos amplificados del gen B-actina observados en gel de agarosa al 1% corrido durante una
hora y 35 minutos a 85Volts, donde se observan bandas de 200-300 pb.
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Con los resultados obtenidos durante el curso de profesores y alumnos se decidio
emplear una concentracion mayor para los primers, dejando la concentracién de los otros
reactivos igual (Tabla 6), y se realizo la electroforesis para observar la separacion de los

productos amplificados.

Tabla 6. Condiciones para amplificar el gen p-actina humana modificando Ia

concentracion de Primers.

Reactivo uL por tubo Concentracion final
5X Buffer/MgCl; 5 1.5 mM MgCl,.
dNTP’s (10 mM) 0.5 0,2 mM de cada dNTP

Primer Sen 0.5 120-180 pmol/uL
Primer Anti 0.5 120-180 pmol/pL
Agua Milli Q cbp 15.85
Gotaq polimerasa 5U/ uL 0.15 0.75 U(0.03 U/pL)
ADN 2.5 1-3 pg/25uL
Total 25

Con las pruebas realizadas se decidié establecer nuevas condiciones para la electroforesis

en gel de agarosa.

Tabla 8. Condiciones para la electroforesis en gel de agarosa para la separacién de los

fragmentos amplificados.

Parametro Condicién
Voltaje 85 Volts
Tiempo 1 hora
Midori Green 8 uL

. #



Resultado de la amplificacién de gen B-actina en gel de agarosa al 1%, en donde se
mantuvo el voltaje de 85 Volts y se disminuyd el tiempo de corrimiento a una hora,
ademas se aumentd la concentracion de los primers, se observaron bandas con buena
sefial que se encuentran entre 200 y 300 pb correspondientes al gen B-actina humana, se

utilizé un marcador de 100 a 3000pb.

Carriles
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Figura 25. Amplificacién de gen B-actina humana, en gel de agarosa al 1% usando un marcado de 100 a 3000pb.

Amplificacion del exén 2 y 3 del gen MICA.

o La localizaciéon de los iniciadores se obtuvo con base a la secuencia del cADN de MICA
reportado por Bahramet a/. Bajo el nimero de acceso X92841 *%.
e Los primers seleccionados fueron de 24 nucleotidos.

Tabla 8. Secuencia de los primers para exon 2y 3 del gen MICA

Primer Longitud Secuencia Tm %G +C
°C

MICA 5'EX2 sen 24 5-TCTTGTCCCTTTGCCCGTGTGCAT-3’ 75 54

MICA 3EX2 anti 24 5-CCCCCATTCCTCACCCCCAGCCTG-3’ 80 70

MICA 5°EX3 sen 24 5 -TGGGGGAGGGCCAGGGAGGCGTAC-3’ 73 75

MICA 3’EX3 anti 24 5 -CGATGTGCCAACAGGAAATGCCTT-3’ 81 50
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Tabla 9. Condiciones para la reaccion de la cadena de la polimersa (PCR) ajustadas para

un volumen de 25 pL por tubo para amplificar exén 2y 3 del gen MICA.

Reactivo uL por tubo Concentracion final
5X Buffer/MgCl; 5 1.5 mM MgCl,.
dNTP’s (10 mM) 0.5 0,2 mM de cada dNTP
Primer Sen 0.5 190-250 pmol/pL
Primer Anti 0.5 190-250 pmol/pL.
Agua Milli Q cbp 15.85

Gotaq polimerasa 5U/ pL 0.15 0.75 U(0.03 U/pL)
ADN 2.5 1-3 pg/25puL
Total 25

Tabla 10. Condiciones de amplificacion para la programaciéon del termociclador
(MASTERCYCLER PERSONAL) para amplificar exon 2 y 3 del gen MICA.

Paso Temperatura °C Tiempo
1( Desnaturalizacién) 95 4 min
2 (Desnaturalizacioén) 95 30s
3 (Alineamiento) 65 50s
4 (Duplicacion) 72 30s
5 Repetir pasos 2-4, 32 veces
6 (Extension) 72 8 min
7 15 Por siempre




Resultado de la amplificacion del exén 2 del gen MICA en gel de agarosa al 1% corrido
durante una hora a 85 Volts, se observan bandas de 500pb en las muestras 3 a 10 (Figura

20).

Carriles ——»
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Figura 26. Bandas de 500pb que corresponden a los exén 2. Muestras 3 a 10

Resultado de la amplificacién del exén 3 del gen MICA en gel de agarosa al 1% corrido
durante una hora a 85 Volts, donde se observan bandas de 500pb; en las muestras 2y 7

no se logrd la amplificacion. Figura 27.
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Figura 27. Bandas de 500pb que corresponden a los exén 3
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Amplificacion del ex6n 2 y 3 del gen MICA

Se realizd la amplificacion del exén 2 y 3 del gen MICA en el curso Antecedentes del
Modulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos I de la carrera de Q.F.B, se realizo la técnica
con las condiciones estandarizadas para la reaccion de PCR previamente establecidas
(Tabla 8).

Figura 28. Preparacidn de la mezcla de reaccidn para la técnica PCR usando Primers de Exdn 2 y 3 del gen MICA
en el curso Antecedentes del Médulo de BCT para alumnos, Junio 2015-2

Mastercycler personal

) Flara)

Figura 29. Explicacidn del uso y programacién del termociclador para la amplificacion del Exén 2 y 3 del gen
MICA en el curso Antecedentes del Médulo de BCT para alumnos, Junio 2015-2

Figura 30. Electroforesis de los amplicones de Exdn 2 y 3 del gen MICA en el curso Antecedentes del Médulo de
BCT para alumnos, Junio 2015-2



Resultados de las bandas obtenidas de las electroforesis en gel de agarosa 1% corrido
durante una hora a 85 Volts, se observan bandas entre 200 y 300 pb que corresponden a

la B-actina usando un marcado de 100 a 3000pb.
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Figura 31. Bandas entre 200 y 300 pb que corresponden a la B-actina usando un marcado de 100 a 3000pb.

Resultado de la amplificacion del exén 2 del gen MICA en gel de agarosa al 1% corrido
durante una hora a 85 Volts, donde se observan bandas en 500 pb de la muestra 3 a la 10
(Figura 32) y muestras de la 3 a la 6 (Figura 34).
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Figura 32. Bandas en 500pb que corresponden a los exdn 2, muestras del 1-10.
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Resultado de la amplificacién del exon 3 del gen MICA en gel de agarosa al 1% corrido
durante una hora a 85 Volts, donde se observan bandas en 500 pb de la muestra 1, 3 ala
6, 8 ala 10 (Figura 33).
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Figura 33. Bandas en 500pb que corresponden a los exdn 3, muestrasl al 10.
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Figura 34. Bandas en 500pb que corresponden a los exdn 2. Muestras del 1-6
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Resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1% corrido durante una hora a 85 Volts
del ex6n 3 del gen MICA, se observan bandas en 500 pb de las muestras del 3 al 5y
bandas entre 200 y 300 pb que corresponden a la [-actina usando el ADN
correspondiente a cada muestra. Se emple6 un marcado de 100 a 3000 pb.

500—>

300—»
200"
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Figura 35. Exon 3, bandas en 500pb en la muestras 3, 4 y 5 y bandas entre 200 y 300 pb que corresponden a la
B-actina, usando un marcado de 100 a 3000pb.
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8. Discusion de resultados

La biologia molecular ha permitido entender los procesos vitales de los seres vivos en
funcion de las caracteristicas de su estructura molecular, con su estudio se han
desarrollado técnicas muy especificas como la extraccion de ADN, la electroforesis, la
PCR, etc; formando parte de las técnicas basicas para fines de investigacion o
diagnostico; por ese motivo estas técnicas requieren de métodos estandarizados a las
condiciones de los laboratorios donde se realicen.

Uno de los objetivo de la actualizacién de los planes y programas de la carrera de QFB es
mantener los manuales de laboratorio de los diferentes médulos acorde con las técnicas
y procedimientos que son empleados en los campos profesionales y laboratorios de
investigacién, por lo que era muy importante que el Manual de practicas del laboratorio
de BCT I contara con una técnica basica de la biologia molecular como lo es la PCR, de tal
forma que los alumnos y profesores adquieran los conocimientos de esta metodologia;
ademas es significativo considerar que el médulo de BCT I es el primer contacto dentro
de la carrera del QFB en el que los estudiantes tienen contacto con la linea curricular
bioquimica, por lo que resulta substancial que las practicas que se realicen tengan como
proposito comprender los procesos bioquimicos mediante experimentos y les
proporcionen las bases necesarias para sus siguientes asignaturas.

Al actualizar el manual con el presente trabajo se incorporara la practica “Técnica de la
reacciéon en cadena de la polimersa (PCR)" con una metodologia clara para que los

alumnos que cursan la asignatura de BCT [, puedan realizarla en el laboratorio.

La incorporaciéon de la técnica de PCR se logro al establecer las condiciones del
laboratorio tomando en cuenta las horas y numero de sesiones en el laboratorio,
materiales, equipos e instrumentos; teniendo como antecedentes las practicas de
extraccion de ADN humano, cuantificacion y pureza de ADN humano y electroforesis de
ADN, ya que son técnicas que el alumno requiere conocer para aplicar la técnica de la
PCR. Estas tecnicas son importantes ya que contar con una muestra de ADN molde con
caracteristicas de pureza y concentracion adecuadas facilitan el desarrollo de la PCR.



Actualmente para obtener el ADN con los grupos de BCT I se utiliza el kit Wizard ®
Genomic DNA Purification, lo que nos ha dado buenos resultados de concentracion y
pureza, por lo que las muestras para emplear en la estandarizacion de la PCR se
obtuvieron con los alumnos durante el semestre 2015-2. Para la cuantificacién se empled
una dilucion 1:20, utilizando el biofotdbmetro anotando las lecturas de la concentracion,
las absorbancias a 260nm y la relaciéon 260/280 para verificar la pureza de la muestra, las
lecturas se reportan en la Tabla 1, se seleccionaron diez muestras porque tenian un valor
de 1.5-2.0 de la relacion 260/280 y una concentracion entre 600-1100 pg/mL. También se
realizd la electroforesis de las diez muestras seleccionadas, con una dilucién de 1:20
usando gel de agarosa al 0.7% y usando como agente revelador MIdori Green 5pL, se
observaron bandas mayores a 10,000 pares de bases (Figura 15). Es importante
considerar que para obtener un buen desplazamiento del ADN gendmico se empled una

concentraciéon baja de agarosa (0.7%).

Una vez obtenido el ADN gendmico, se procedié a realizar varias pruebas para ajustar la
concentracion y cantidad de los reactivos con respecto a un volumen final de 25uL por
tubo, la concentracion calculada fue de 1.25 mM para el MgCl,, esta concentracion es
fundamental porque el magnesio es cofactor de la Taq polimerasa y una concentracion
mayor inhibiria su funcién y una menor no la activaria para poder realizar la funcién de
promover el copiado de fragmentos de ADN, es importante considerar que en el Kit de la
Taqg polimerasa empleado (Go Tag®) el MgCl, se encuentra mezclado con el buffer 5X,
asi que no se adicion6 de manera separada; para los dNTP’s se determiné una
concentracién de 0,2 mM por cada dNTP (A, G, Cy T), este reactivo es necesario para que
la enzima los ensamble de forma complementaria a la secuencia a flanquear; 0.75 Ul para
la enzima Taq polimerasa, 1-3 ug ADN molde necesario para poder realizar la
amplificacién ya que de éste se flanquea la secuencia a copiar y finalmente para cada
primer la concentracion de 25 pmol/uL resultdé la indicada para amplificar B-actina
humana (ver tabla 3). La programacion del termociclador se realizé siguiendo el esquema
de la tabla 4, en la que la temperatura de alineacion fue de 53 °C, esta temperatura esta
cercana a la Tm de cada uno de los primers, al realizar la electroforesis de los productos
amplificados en gel de agarosa al 1%, se pudo ver que la sefial que daban las bandas eran



tenues y perdieron su intensidad rapido, pero si se encontraron entre 200 y 300 pares de

bases que corresponden a los productos amplificados del gen B-actina humana.

Una vez establecidas las condiciones antes mencionadas, se realizd una prueba piloto en
el curso de profesores y alumnos de la asignatura de BCT I, amplificando gen B-actina
humana con las condiciones que se encuentran en la tabla 3 y 4, figuras 20-22, este curso
fue de gran utilidad porque se logré ver algunas fallas técnicas, por ejemplo al analizar el
gel de agarosa, se notdé que las bandas obtenidas tenian una sefial baja y que se perdia
muy rapido al observarlas en el Transiluminador (aparato que sirve para ver la separacion
de las bandas en el gel por efecto de la luz UV al interactuar con el Midori Green) figura
23, sin embargo las bandas correspondian a un tamafno entre 300 y 200 pares de base
que pertenecen al gen amplificado (B-actina humana), ademas en algunos geles se
observo que habia impurezas por la forma en que se ve las bandas (ver figura 24), esto
pudo deberse a que no se manipularon de manera correcta los reactivos o al depositar la

muestra en el gel de agarosa se presentd una contaminacion cruzada.

Con el resultado de la primera prueba piloto se modificé la concentraciéon de los primers,
ahora se utilizaria una concentracién mayor en un intervalo de 120-180 pmol/uL para
cada primers, dejando la cantidad y concentracion igual para los reactivos restantes (ver
tabla 6), en la programacion del termociclador no se realizaron cambios. Para la
electroforesis se disminuyé el tiempo de corrimiento a una hora, se aumenté la cantidad
de Midori Green de 5pL a 8pL para poder observar mejor las bandas y que la sefial no se
perdiera tan rapido al momento de ver el gel en el Transiluminador. Para los reactivos se
realizaron las diluciones con agua libre de nucleasas, ademas se conservaron a -20 °C
cuando no se utilizaban, en el caso de los buffer, dNTP’s, los primers y el ADN se
realizaron alicuotas para probar la técnica con las nuevas condiciones y si por algun
motivo se notara contaminacion desechar estas diluciones y no las muestras originales, se
realizd la limpieza de la campana de extraccién con etanol al 70% puesto que al
manipular el material y los reactivos se puede generar contaminacién cruzada al
momento de realizar la mezcla de reaccidon, también antes de hacer la mezcla se
homogeneizd los reactivos y las muestras de ADN con vortex para no variar la

concentraciéon por efecto del proceso de congelacion y descongelacion. Como



resultado las nuevas amplificaciones para el gen -actina humana se obtuvieron bandas
gue se conservaron por mas tiempo, consiguiendo una mejor sefial en el gel de agarosa,
sin presencia de impurezas, y un mejor corrimiento del marcador de pares de base

utilizado para verificar que los productos amplificados correspondian a la 3-actina.

La amplificacion del gen B-actina humana (un gen constitutivo), permitié comprobar que
las muestras de ADN recolectadas en el laboratorio de BCT I fueran apropiadas con
respecto a la concentracion y la relacion 260/280, ademas se usé como control para la
técnica de PCR para probar el sistema, asegurando que en la reaccién no hubiera algun
reactivo utilizado en la extracciéon de ADN que inhibiera la Taq polimerasa, ademas de ver
que la concentracién a la que estaban cada uno de los reactivos era adecuada para
realizar PCR.

Con los buenos resultados obtenidos al realizar la amplificacion de B-actina humana, se
procedid a realizar la amplificacion del exdén 2 y 3 del gen MICA (la secuencia de los
primers fue de 24 oligonucleétidos, ver tabla 7) utilizando las condiciones que se
encuentran en la tabla 8 donde se considerd usar la misma cantidad y concentracion de
los reactivos que se empled para amplificar B-actina, modificando solamente la
concentracion de los primers para cada exén y la temperatura de alineacion a 65 °C para
amplificacién de ambos exones, ver tabla 9. Se eligié amplificar el gen MICA porque se
caracteriza por ser muy polimoérfico (que son considerados como tal, cuando la frecuencia

de uno de sus alelos en la poblacion es superior al 1% ¢ %)

y que servira de ejemplo para
comprender que en algunos sujetos no esta dentro de su informacion genética algunos
genes de importancia biolégica o que este gen no puede codificar una proteina funcional
que regule una funcidn vital, asi como entender el proceso de maduracion del ARN
mensajero (splicing). Durante el proyecto solo se pudo identificar las muestras que tenian
el exdn 2 y 3 mediante PCR punto final y no su polimorfismo con respecto a los alelos
reportados en la literatura para el gen MICA >*>*de las 10 muestras que cumplieron con
el intervalo de concentracion y de la relacion 260/280. En la electroforesis de agarosa al
1% se obtuvieron bandas con 500 pb para ambos exones usando un marcador de 3000 a

100 pares de bases, ademas se pudieron identificar muestras en las cuales se logré



amplificar el exdn 2y 3 ver figura 25y 26.

Es importante analizar los productos amplificados, por ejemplo, al no amplificar el exén 2
0 3 del gen MICA en todas las muestras de ADN, esto podria traer consecuencia al
momento de codificar la proteina que conforma MICA, porque al carecer del exén 2 o 3
segun sea el caso se podrian presentar algunas complicaciones al momento de requerir
su funcién, debido a que la proteina estaria incompleta y no seria funcional, ya que se
sabe que el reconocimiento de la molécula de MICA por el receptor NKG2D permite a las
células inmunes identificar y atacar células infectadas o transformadas sin la necesidad de
la expresion de MHC de clase I o de reconocimiento de antigeno. Por lo tanto, la
interaccién MICA / NKG2D es un mecanismo eficaz para la inmunovigilancia®® >* sin
embargo este gen esta asociado con un numero de enfermedades relacionadas con la
actividad en células NK, tales como la infeccién viral, el cancer y el rechazo de aloinjerto

) >3°>% ademas en

(renales y pancreaticos con evidencia tanto de rechazo agudo y crénico
las muestras que se logré amplificar estos exones no quiere decir que no tengan
polimorfismo, sino solo logramos detectar la presencia de estos dos exones mediante la
técnica de PCR punto final y, para que se puede detectar estos polimorfismos se aplican
otras  técnicas como D/TGGE (geles de electroforesis en gradiente
desnaturalizante/térmico), SSPC (Polimorfismo de conformaciones de cadena sencilla),
DHPLC (Cromatografia liquida de alta resolucién), secuenciacion por hibridacion, PCR en
tiempo real, etc, para ver si en la secuencia del exdn no hay un cambio de pares de base

que modifique los aminoacidos que conforman a la molécula MICA.

Una vez amplificados B-actina y los exones 2 y 3 del gen MICA se realizé una segunda
prueba piloto, ahora sélo con alumnos de la asignatura de BCT I, esta prueba se llevo a
cabo con el propdsito de dar a conocer todo el fundamento de la técnica de PCR, por lo
que se explicaron los conceptos tedricos del proceso de replicacion, traduccion y
transcripcion, extraccion, cuantificacion del ADN, ademas de expresar el fundamento de
la técnica de PCR que se basa en el proceso de replicacion de ADN, las etapas de
desnaturalizacion, alineacién y extension para poder tener una concentracion éptima de
los productos amplificados, los componentes y las condiciones necesarias para realizarla
la técnica. En la parte experimental se expuso la importancia del manejo y



cuidados de las micropipetas para realizar la mezcla de reaccion, la limpieza que se le da
al lugar de trabajo para evitar la contaminacién de los componentes que van en la mezcla,
se explico como calcular las concentraciones de cada uno de los reactivos con respecto al
volumen final de 25 uL, como seleccionar el ADN con respecto a su concentracién y su
pureza, y la programacién de termociclador en relacién al gen que va a amplificar, debido
a que se utilizan diferentes primers se debe de considerar la Tm de cada uno de estos
para darnos ideas de cual va hacer la temperatura de alineacién y asi poder programar el

aparato y llevar a cabo la amplificacion.

Esta segunda prueba piloto sirvid para estimar los tiempos de las sesiones de laboratorio
en la que se puede llevar a cabo la técnica de PCR con los alumnos de BCT I, evaluando
que en la primera seccion se realizaria la explicacion del uso y programacion del
termociclador que va de acuerdo al gen que se desee amplificar, en la segunda seccion se
realizaria la mezcla de reaccion de los reactivos para poder amplificar la secuencia de
interés dando un tiempo de 20 minutos aproximadamente por cada equipo y la
amplificacién que se lleva en el termociclador tarda una hora con 40 minutos y terminado
los 32 ciclos de reaccién las muestras se congelaban a -20 °C para continuar con la
electroforesis de los fragmentos amplificados, en la tercera seccién se realizaria la
electroforesis de los productos amplificados haciendo un gel de agarosa a 1% para
contrastar que la amplificacion se llevé de manera adecuada, el alumno tomaria una
fotografia del gel de agarosa en el transiluminador para que en su reporte analice las
posibles fuentes de error y explique a que se debe que algunas muestras no se
amplifiquen, porque es importante realizar buenas practicas de laboratorio y por ultimo
porque se emplea cada uno de los reactivos para realizar PCR. Una sugerencia que se
manifesté durante el curso fue la necesidad de elaborar un manual que detalle la
programacion del termociclador en donde se expliquen de manera breve los pasos a
seguir para su programaciéon con el fin de hacer el procedimiento mas rapido (ver anexos)
y por ultimo se redacté la practica de la técnica de PCR usando los formatos corregidos
empleados en las dos pruebas piloto (ver anexos).

Es importante mencionar que se pueden realizar algunas variaciones a la técnica de PCR
como por ejemplo la RT-PCR; este tipo de PCR puede amplificar cADN usando



una enzima transcriptasa inversa, asimismo la Multiplex-PCR permite la amplificacion de
varios objetivos usando solo una reaccion, asi como la PCR en tiempo real ya que con esta
técnica se puede medir la cantidad de producto amplificado en momentos tempranos.

Al efectuar la técnica de PCR en el laboratorio los alumnos podran tener los fundamentos
basicos para poder realizar sus variantes aplicables en las ciencias biolégicas y de la salud,
por ejemplo: en medicina en el diagndstico la posible existencia de enfermedades
hereditarias en el embrién o adultos *,en la virologia en la diferenciacién de genotipos
virales *, en las ciencias forenses que permite la obtencién de informacion exacta sobre el
genotipo de una muestra, que constituye una gran parte de la evidencia fisica en la

investigacién criminal, a menudo siendo decisiva para el esclarecimiento del crimen *°.



Recomendaciones para realizar la técnica de PCR

o Realizar alicuotas de todos los reactivos a utilizar para evitar desechar todo en caso de
su contaminacion.

e Homogeneizar cada uno de los reactivos a utilizar, para evitar variaciones en la
concentraciéon de estos por efecto de la congelacion y descongelacion.

e En caso de utilizar nuevo ADN gendmico, realizar primero la amplificacion de gen j3-
actina humana para probar el sistema, con el propésito de que la variable que se
cambie no modifique las condiciones de la técnica.

e Siempre que se pruebe la técnica se sugiere meter un control negativo para visualizar
posible contaminacion de los reactivos y un control positivo con muestras de ADN
que han sido implicado.

e Siempre utilizar tubos Eppendorf, puntas y guantes nuevos para manipular los
reactivos.

e Realizar la técnica en una campana de flujo laminar que evitar la contaminacion de un
tubo a otro.

e Limpiar antes y después el lugar de trabajo de preparacion (campana) y de
amplificacién con alcohol al 70% para evitar la contaminacién cruzada.

e Para realizar la electroforesis se sugiere usar muestras amplificadas congeladas a -
20°C como control positivo para saber el tamafio de los pares de base de la banda a
observar.

e Monitorear en todo momento el corrimiento del gel, con un corrimiento de 50min a

85 Volts.



9. Conclusiones

Se incorporé la técnica de PCR en la actualizacion del manual de Bioquimica
Celular y de los Tejidos I de acuerdo a las condiciones del laboratorio; tomando en
cuenta para su realizacion, el material, reactivos, equipo e instrumentos

disponibles, horas y forma de trabajo en el laboratorio de BCT L.

Al realizar la practica en el curso con alumnos, no se presentd ninguna
complicaciéon en los diferentes pasos como preparar la mezcla de reaccion, la
programacion del termociclador de acuerdo al gen a amplificar y la electroforesis
de los productos amplificados, reafirmando sus conocimientos y habilidades

técnicas.

Se considera que la incorporacion de la técnica de PCR en el médulo de BCT 1
tendra un impacto favorable en la formacion de los alumnos de la asignatura, ya
que fortaleceran sus habilidades en técnicas basicas de biologia molecular, las
cuales les permitira contar con mejores herramientas y competencias que podran
utilizar e implementar al realizar la técnica de manera adecuada para el diagnéstico
de enfermedades, ciencias forenses e investigacion para su futuro desempefio

laboral y profesional.



10. Propuestas

o Disponer del material necesario para que se realice la practica con las condiciones en
las que fueron probadas.

e Gestionar y conservar los materiales con el fin de que todos los alumnos puedan
realizar la técnica.

o Disponer de los Procedimientos Normalizados de Operaciéon donde se dispongan los
PNQO’s de termociclador, vortex, microcentrifuga, micropipetas, biofotometro, balanza

analitica, cAmara de electroforesis.
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12. Anexos.

Técnica de la
Reaccién en Cadena
de la Polimerasa

70




[ Obietivo ]

e Analizar los componentes necesarios para llevar a cabo la amplificaciéon de un
fragmento de ADN.

e Entender| aset apasd e d esnaturalizaciéon, hib ridaciony ex tension g ue
comprenden la técnica de la PCR.

e Programare |t ermociclador ( MASTERCYCLER PERSONAL)y r eadlizar la
amplificacion de un fragmento de ADN.

e Discutir las aplicaciones que tiene el uso de la técnica.

[ Antecedentes Académicos ]

e Dogma cenftral de la Biologia Molecular
e Replicacion, tfranscripcion y traduccion del ADN
e Extraccion vy electroforesis del ADN.

[ Introduccién ]

La replicacion del ADN ocurre de manera conservativa, es decir, las dos cadenas de
nucledtidos se desenrollan y cada cadena sirve de molde para formar una molécula
de ADN nueva?. La posicion en las que el ADN es primero abierto se denomina origen
de replicacion, y estd marcada habitualmente p or una secuencia de p articular de
nucledtidos. El punto de desenrrollamiento se denomina horquilla de replicacion, esto
se logra debido a la enzima ADN helicasa rompe Ias uniones de hidréogeno. Después
de la separacion la cadena sencilla se estabilizan con proteinas de unidn a cadena
simple (SSB). Otfra proteina esencial para este proceso es la enzima ADN girasa, una
topoisomerasa, que es laenc arga d e liberar la t ensidon torsional g enerado p or el
desenrrollamento 3:5.

helicasa

= protelnas $SSB

/

ADN polimera: sa / y‘““"—; 5'@

ARN cebador

\ J
Y

Hebra disconlinua {fragmentos de Okazaki)

Figura 1. Replicacion del ADN.
71
N,




La m ateria p rima p aral a g eneracion d e u nanu eva cadenad e AD Ns onl os
desoxirribonucledsidos  trifosfatos (dNTP), ¢ ada u no d e es tos ¢ ontiene u n a z4car
desoxirribosa y unab ase unido a tres grupos f osfatos. El g rupo 3 -OH d el U ltimo
nucledtido de la cadena ataca al grupo 5 fosfato del dANTP que entra en el proceso.
Dos f osfatos s e s epara d el d NTP, y s e f orma u na u nidn f osfodiéster en tre | os d os
nucledtidos. Por lo que antes de comenzar a sintetizar una nueva cadena se necesita
de un cebador que contiene un grupo 3°-OH libre, para permitir el ADN polimerasa
deiniciod el areplicaciond e AD N. L as AD N polimerasas s 6lo p ueden a gregar
nucledtidos al extremo 3'de la cadena proliferativa y esto implica que las cadenas de
ADN nuevas siempre se alargan en la misma direccion de 5’a 3. La cadena de ADN
gue se genera contfiene cebadores de ARN cortos unidos a la cadena que después
son eliminados y sustituidos por nucledtidos de ADN. Un andlisis mds detallado revela
que una hebra se sintetiza de una manera continua (cadena lider), mientras que la
cadena o puesta s e sintetiza en fragmentos d e u na m anera d iscontinua (cadena
retrasada) 1.3 5,

El proceso de trasferencia de informacién genética se da desde el nUcleo hasta el
citoplasma, d onde s e produce las p roteinas p or lo que s e requiere d e d 0s p asos
especializados, ¢ onocidos ¢ omo transcripciony traduccion 5. Enelproceso de la
transcripcion, comienza con la apertura y el desenrollado de una pequena porcidn
del AD N p ara exp oner las b ases d e c ada c adena. Una de las d os hebras actua
entonces como una plantilla para la sintesis de una molécula ARNm. La cadena de
ARN p roducida p or la tfranscripcidon tiene u na s ecuencia d e nu cledtidos g ue es
exactamente complementaria a la hebra de ADN utilizado como molde 1.4,

Una vez que el ARNm este maduro (los intrones ya han sido eliminados se alcanza el
proceso de fraduccion, donde la cadena de ARNm llevada en los ribosomas que se
interpreta p or AR Nd e fransferencia (ARNt)y s olo g ueden lass ecuenciasd e
nucledtidos a utilizar para producir proteinass7. 1.5,

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR d esarrollada p orK ary Mullise n 1 985, es una técnica fundamentalen!| a
biologia molecular, d ebido a s ur apidez, es pecificidad, f lexibilidad y u n nU mero
extremadamente grande de aplicaciones; ya que esuna técnicain vitro de gran
alcance g ue p ermite | a a mplificaciény el c opiadom asivod e u nf ragmento
especifico de ADN, ademdas, p ermite mutagenizar fragmentos especificos de ADN vy
alterar u na variedad d e s ecuencias p ara es tudiar| a exp resion g énica'é. E stos
meétodos dependen directamente de la eficiencia de la reaccién, que se basa en el
ajuste exacto de sus componentes: plantilla de ADN, dNTPs (adenina, timina, citosina
y g uanina), tampdn d e reacciéon (con MgClz), y un c onjunto d e c ebadores g ue
flanquean la secuencia diana y se extienden por la Tag polimerasa.s?.

Etapas de la técnica de la PCR.
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1.

2.

Desnaturalizacion. E nes tae tapa,| asc adenas de AD Ns on c alentadasy
separadas a una temperatura de 95 °C durante 30 segundos a 1 minuto; el fiempo
depende de la secuencia dela plantilla, es decir, sila cantidad de G-C es altq,
serd necesario mas tiempo para romper sus puentes de hidrogeno debido a que el
apareamiento d e es tas b ases es ta f ormado p or tres enl aces, u no mds que | as
bases de A-T. Al final de esta etapa tendremos las cadenas separadas (forma de
cadenas sencillas) que servirdn como molde para el siguiente paso 3.6.7.8,10. 11,12

Alineamiento, hibridacién o recocido. La temperatura s e ajusta en u nin tervalo
entre 40°C y 60°C (temperatura que depende la Tm de los cebadores y su % G-C),
aes ta temperaturas e f ormany s er ompen ¢ onstantemente | os p uentes d e
hidrogeno en tre | os o ligonucledtidosy el AD N, g uedando los o ligonucledtidos
“alineados” p ara formaru na p equenar egidén d e d oble c adena 10.21. 22 | g

polimerasa se une a este pequeno pedazo de ADN de doble cadena y comienza
a copiar en sentido 5’ a 3'; al agregar unas bases mds, los puentes de hidrégeno
que se forman entre las bases estabilizan la unién y el oligonucledtido permanece
en este sitio para el siguiente paso 13.

Extension (también conocida como la etapa de elongacion). En esta etapa, la Taq
polimerasa ac tua s obre e | ¢ omplejo A DN m olde-primers y em pieza s u f uncion
catalitica a una velocidad muy rdpida; agregando dNTP’'s complementarios para
extenderlas cadenas completas de ADN en direccidn de 5’ a 3'. La temperatura
Optima para lareaccion es de 72 °C18.19. 21 La duracion de la extension depende
principalmente en |a longitud de la secuencia a amplificar, la Taqg p olimerasa es
capaz de anadir de 500 a 1000 nucledtidos por minuto 1112,

Polymerase Chain Reaction: PCR

L

Primers
chis B Repeat cycles. E
5“'}% pasal o= .._' | —
opy i
Separate Target oy

DNA Strands ~ Target  Seduence
{DENATLIR;) Sequence

Figura 2. Etapas de la PCR, desnaturalizacién, alineacién, extension.
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[ Material ]

1 tubo Eppendorf de 500uL estéril (etiquetado como MIX)
6 tubos Eppendorf de 200 uL (efiquetados del 1 al 6)
1 Micropipeta de 200 uL

1 Micropipeta de 20 uL

1 Gradilla para tubos Eppendorf

Guantes de Nitrilo

Puntas nuevas correspondientes a las micropipetas.
Vortex

Equipo Termociclador (MASTERCYCLER PERSONAL)
Cdamara de electroforesis Bio-Rad y Lab-net
Transiluminador

v' Reactivos
5X Buffer/MgCl2
dNTP’s (0.2 mM)
Primer: Sen
Primer: Anti
Agua grado Milli Q
Gotag® polimerasa 5u/uL
5 Muestras de ADN ( numeradas del 1 al 5) con una pureza de 1.7-2.0y

con una concentracién de 600-1000ug/mL



Procedimiento

A) Programacion del Termociclador.

Realizar la programacion del Termociclador de acuerdo a la tabla 1 usando el manual de

programaciéon del Termociclador (MASTERCYCLER PERSONAL), de acuerdo al par de Primers a trabajar
en el equipo.

Figura 3. Programacién del termociclador

2. Verificar la temperatura de alineacion, porgue de ella depende la amplificacion de los fragmentos
de ADN.

Tabla 1.condiciones en el termociclador (MASTERCYCLER PERSONAL)

1( Desnaturalizacion) 95 4 min.
2 (Desnaturalizacion) 95 30s
53 (genp-actina)
3 (Alineamiento) 65 (Ex6n 2y 3 del gen 505
MICA)
4 (Duplicacion) 72 30s
5 Repetir pasos 2-4. 32
veces
6 (Extension) 72 8 min.
7 15 Por siempre



B) Preparacioén de la mezcla de reactivos

1. Colocarse guantes antes de realizar el procedimiento.
2. Trabagjar enla campana de extraccion limpia con al Etanol al 70%, encendida 15min antes
de empezar.

Figura 4. Campana de flujo lamina, donde se realiza la mezcla y fraccionado de los reactivos

3. Homogeneizar con vortex las muestras de ADN recolectado en la prdctica de extraccion de
ADN.

A

Figura 5. Homogeneizacion de los reactivos usando Vortex.

4. En el tubo Eppendorf de 500Ul estéril etiquetado como MIX, realizar la mezcla de reactivos
para 6 tubos de acuerdo al orden que se muestra en el Tabla 1.

.

Figura 6. Mezcla de reactivos para realizar la PCR.

5. Al adicionar como Ulfimo reactivo la enzima GoTaqg debe de estar en refrigeracion (no a
temperatura ambiente)



6. Adicionar 22.5 uL del MIX, a los 6 tubos de 200 L.

Figura 7. Divisidn de la mezcla de reactivos a los 6 tubos de 200uL

7. Posteriormente a cada tubo adicionar 2.5uL de ADN-1 al fubo 1, 2.5uL de ADN-2 al tubo 2 y
asi sucesivamente hasta llegar ADN-5 al tubo 5.

Figura 8. ADN gendmico a utilizar como molde para la reaccion de la PCR

8. Como las mezcla de reaccién fue calculado para realizar 6 tubo, al remanente pasarlo a un
tubo de 200uL, para que este se sado como un blanco en nuestra reaccion.

9. Al final cada tubo tendrd un volumen total de 25uL, colocar en el Termociclador
(previamente programado) para la amplificacién.

Figura 9. Colocacion de los tubos de 0.2mL en el Termociclador.

10. Cerrar bien los 6 fubos de 200uL y colocarlos en la placa del termociclador.

11. Seleccionar el programa previamente elaborado y ejecutarlo.

12. Esperara que pasenlos 32 ciclos y esperar a g ue la temperatura final seade 15°C para
retirar los tubos.

13. Guardar los tubos en congelacién (-20 °C).
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Tabla 2. Orden de adicion de MIX

Reactivo uL por tubo uL para 6 tubos
5X Buffer/MgCl2 8 30
dNTP"s (0.2 mM) 0.5 3
Primers
1-Sen 0.5 3
2-Anti 0.5 3
Agua Milli Q 15.85 95.1
Gotaq polimerasa 5u/pL 0.15 0.9

C) Electroforesis de los fragmentos amplificados.

1. Preparar 1L de amortiguador TBE O:5X a partir de TBE 10X

2. Pesar 100mL de un agarosa al 1.0% pesando 1g de agarosa y disolviendo en TBE al 0.5X un
matraz Erlenmeyer.

3. Calentarla solucién conelfinde disolver porc ompletola a garosa e n el microondas
durante aproximadamente un minuto hasta que se observe fransparente.

4. Enfriar un poco y agregar 8uL de Midori green, continuar enfriando y antes que solidifique,
servir en el soporte del gel y colocar los peines para formar los pozos en niUmero y tamano
deseados.

5. Esperarde 20a 30 minutos p arala g elificacion d e |l a ag arosa, ¢ olocar e nla po sicidon
correcta la cdmara de electroforesis y llenar la misma poco antes del borde mdximo
marcado con el amortiguador 0.5X.

6. Colocaren elprimerpozo éul delmarcador de 3000-100 p ares de b ases y d espués | as
muestras utilizando 5uL de cada una, mezclado con 5L de buffer de carga y colocdndolas
a partir del pozo siguientes en donde se agregd el marcador de peso molecular.

7. Conectar los electrodos y correr a 80 voltios durante Thora 10 minutos.

8. Observarl ap resenciad el asb andasd e las bandass eparadasd el os f ragmentos
amplificados en el Transiluminador (observando el genp-actina que corresponden a 289pb v
para el Exon 2y 3 del gen MICA con 500pb).



o~ On

Figura 10. Electroforesis de los
amplicones de B-actina. Carga
de muestra, camara de
electroforesis con gel de
agarosa, corrimiento de las
bandas a los 10min,
observacion del gel de agarosa
con el Transiluminador para

observar las bandas

Resultados

e Tomar la fotografia del gel para el informe vy discutir los resultados.
e Calcular las concentraciones de los Primers, MgCl2, de la enzima GoTag usados en la técnica.

Cuestionario

5Cudl es el fundamento de la PCR?

sCudles son los factores que interviene en la PCR?

2Qué es un exdn y un intrén?

scudles son las aplicaciones en la que se usa la técnica?
Menciones algunas variantes de la PCR.
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PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR (MASTERCYCLER PERSONAL)
1. DESCRIPCION DEL EQUIPO.

Colocacion de tubos
Eppendorf

Pantalla

} Panelde control

Pantalla
Opciones Teclado
Sorrar Salir
m—
Seleccionar  Cursor Iniciar/ Detener
Ejemplo para programar la secuencia:
Linea Temperatura °C Tiempo
1 (Desnaturalizacion) 95 4 minutos
2 (Desnaturalizacion) 95 30s
3 (Alineamiento) 53 50 s
4 (Duplicacién) 72 30s
5 Repetir pasos 2-4, 32 veces
6 (Extension) 72 8 min
7 15 Por siempre




2. Conectary enc ender el T ermociclador. E nseguida ap arecera |l a s iguiente v enta de
opciones:

Marmbre de mend
Frograrma en procesamiento

Temperatura de blogue tedrica‘real
Hara

Iniciar un programa cualguiera
Fragramacian
Austes del sistema
Temperado de la tapa calefactora y del blogue

Temperado de |a tapa calefactora

3. Seleccionar con el cursor el menu Files.

4. Seleccionar la opcidén de New y enseguida indicara las siguientes opciones:

5. Con el cursor posicionarse e n LI D ( Temperatura de | a tapa) con el t eclado n umérico
editar a 105°C. Mantener las opciones de NOWAIT y AUTO y oprimir “enter”.

a. Oprimir el nuUmero 1 par a pr ogramar la primera linea, mover con el cursor para
editar la temperatura y el tiempo a 95°C con 4 minutos, al terminar oprimir “enter”.

=)




o

Enlalinea de “ end” oprimir el numero 2 p ara poder programar esa linea, con el
cursor editar la temperatura y el tiempo de 95°C y 30 segundos, al terminar oprimir
“‘enter”.

Realizar lo mismo para programar la tercera y la cuarta linea.

Para la programacion de | a quinta | inea, o primir el nUumero 5 s eguido de “ Select”
hasta la opcion de GOTO y REP. Editar las opciones moviéndose con los cursores;
GOTO es la opcion que permite repetir las partes del programa (en este ejemplo se
requiere repetir a partir de la linea 2) y REP los niumeros de ciclo que se requieren
mas uno (en este caso se colocara 32 para tener un total de 33 ciclos). Al terminar
dar “enter”

R 0 e

Para la programacién de la linea 6 oprimir el numero 6 y mover con el cursor para
editar la temperatura y el tiempo a 72°C y 8 minutos, dar enter.

Lalinea 7 el tiempo es indefinido, en es te caso oprimirel nimero 7 y des pués
“Select” hasta la opciéon de HOLD y ENTER. Editar la opcion HOLD colocando la

temperatura constante (en este caso 15 ° C), al terminar oprimir “enter”.

Para guardar el programa oprimir “Exit” y aparecera las siguientes opciones:




En la opcion Save editar con “Select” a YES y oprimir “enter”, en ProgName se edita
el nombre del programa, los numeros se edita con el teclado numerico y las letras
con “ Select” has tal legaral al etra des eada, al t erminar opr imir “ enter”y en
automatico se guardaran.

Para salir oprimir el boton “exit” y regresara al menu de inicio.

Para iniciar el programa colocar los tubos en la placa, cerrar con la tapa.

Oprimir S tar del menu principal, € n s eguida s eleccionar el programa deseadoy

oprimir “enter” en automatico se iniciara.
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