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RESUMEN 

El análisis molecular de enfermedades crónico-degenerativas que se relacionan con 

la presencia de mutaciones en genes específicos ha tomado gran importancia. Una de 

estas enfermedades es el cáncer de colon, que tiene una máxima incidencia en la sexta 

o séptima década de la vida y con excepción .. de los síndromes hereditarios, es poco 

frecuente en pacientes menores de 40 añ~s de 'edad. Esle. trabajo se enfoca al estudio 

de un lipa de CA colorectal hereditario, la p61h'°sis ~denornatosa familiar (PAF), que 

tiene un tipo de herencia autosómica clornina~té:'·Las individuos afectados desarrollan· 

cientos o miles de pólipos adenomato~o~:.·~~· colon y recto, que invariablemente 

progresan a carcinoma. La edad de aparición·:·~ª éstos és desde los cuatro a .los 70 

años de edad. Se han reportado mutaciones del gen APC en pacientes con PAF.y.con 

cáncer de colon esporádico lo que sugiére que el cáncer colorectal, ya sea heréditario 

ºesporádico, tiene un ractor etiológico común: mlltaciones de1 gen P.1'c: .;~_,;,,,_/,, ,,.' :.·· 
El objetivo de este trabajo fue establecer un método rnolecularqG~ perÍnit~ detectar 

: - - " • .' 1, • ; • :· • • : ~ • 

mutaciones del gen APC y de esta manera poder proporsiona['~poy~·rpariiiel 
diagnóstico presintomático en pacientes con PAF. En 1991'~e identiÍi~ó el geri ÁPC 'y · · 

se describió la secuencia de oligonucleótidos para su ~mplifi~dÓ~ ~6/~~R: P~r oÍra. 

parte en 1989 Orita y cols. reportaron un mélod~ de arÍáÍisÍsde ~~tá~lo~~sb~~ado ~n 
la técnica de PCR, llamado Análisis de Polimorfi~nio Conrci°r,J~~fb~aide ~~bit S~~~illa 

, ' . . . . ' . . ~ ' . ; ; . .. . . - . ; . . . ,_ ~ . 

{SSCP). Este método se basa en que la confcírmaciónde.la hebra'sencilla"de'ADN 

depende de su secuencia nucleotidica, asi q~e cualqÚlertipo·d~ inutación~·incluyendo 

una muta~iÓn. puntual. pÜede alt~r~i; la. co~i~;rn~~iÓr{ YiE)stci'caü~~:~n%.~bio en la·. 

movilidad electroforétiea. En ésta técni~ las seé:ueni:ias blanco se rnaibaii' y a.rnplifican 

simultáneamente por' rnedibd~··lareaéción en ~de na 'del~· polÍrher~~a: c~n dÓTP-~2P, 

~~~~~~~~~~~i~~~i~~~.· 
gen APC de estcls i~dividüos; asi corno de sUs familiareS en pri~e~ grado mediante la 

técnica de PCR y SSCP. • Eri uria etapa inicial; se realizó la estandarización del método 

de PCR y -SsCP~. En Una: segunda etapa, -deSpués · d~ · I~ - d·~Ír-nició~ ·"de; ·-e~·tas 
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melodologías se llevó al cabo el análisis del ADN. A cada paciente se le extrajeron 10 

mi de sangre con anlicoagulanle, y se aislaron los leucocilos para la exlracción del 

ADN. A partir de esle ADN se amplificaron por PCR, el total de los 31 segmentos en 

que fue dividido el gen APC para su estudio, que corresponden al tolal de la secuencia 

codificanle del mismo. Una vez amplificados lodos los segmenlos se realizó el análisis 

por SSCP. Denlro de los resultados se encontró un cambio conformacional en el exón 

11 de una paciente de 60 años de edad afectada con PAF. Se observó que esle mismo 

cambio no se presenló en los sujelos controles ni en sus familiares afeclados. Aunque 

se delecló un cambio conformacional en el exón 11 de esta paciente, no podemos 

asumir que dicho cambio sea el que esle direclamente relacionado con la presencia de 

la enfermedad. Para poder dilucidar la causa de ese cambio conformacional se 

necesitaría realizar más pruebas como secuenciación para comprobar que este cambio 

es el responsable del fenotipo de la pacienle. Pero por otra parte, confirmamos que 

mediante esta metodologia es posible deteclar cambios en la secuencia nucleotídica 

del gen. Esta conclusión fue apoyada por el análisis del gen responsable de fibrosis 

quíslica de una pacienle con una mutación conocida que se utilizó como control. De 

tal manera que podemos concluir que en el establecimiento del mélodo PCR-SSCP 

para llevar a cabo el análisis del gen APC fue necesario conocer y analizar los factores 

que participan en las propiedades fisicoquimicas y procesos de amplificación de ácidos 

nucleicos. Además con el análisis SSCP de un grupo de personas que en este caso 

incluyó tanto personas afectadas con PAF así como no afecladas, se logró identificar 

una alteración eslruclural en el exón 11 del gen APC en una paciente con diagnóstico 

clínico de PAF. 
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INTRODUCCION 

1. IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS MOLECULARES DE 

GENES ESPECIFICOS PARA EL DIGNOSTICO TEMPRANO DE 

ENFERMEDADES CRONICO DEGENERATIVAS. 

La habilidad para detectar mutaciones es de importancia fundamental en el área 

biológica, ya que un gran número de enfermedades en el hombre se deben a la 

presencia de alteraciones estructurales en genes especificas. En genética humana, se 

aplica el análisis molecular del material genético para establecer una asociación entre la 

presencia de mutaciones en genes ya conocidos, con la presencia de fenotipos de 

enfermedades especificas. Es precisamente en esta área, en donde existe una gran 

demanda para el diagnóstico molecular de enfennedades .hereditarias. Esto ha fomentado 

en los últimos años el desarrollo de numeroso¡; mé.todos para detectar mutaciones no 

caracterizadas y también para aquellas previam.ente d~scritas. Es así como comenzó a 

incrementarse rápidamente la velocidad en.,1ai~~.~U1fi?aclón y caracterización de genes 

responsables de las enfermedades heredit~rias,enélhombre. . . 

El análisís de mutaciones se apÍica al '~~tCdi~.de. di~e;s~s patologías como por 

ejemplo hemoglobinopatias (1), fibrosi~ qui~tíc~ (2l)fim:qf!lia (3) ~ntre otras. Cuando 

se conoce el locus cromosómico del gen que sei asocia con el, desorden, pueden 

utilizarse métodos indirectos para estudiar.el g~n, Un~fd~ íos métodos que se ha 

utilizado ámpliamente en estudios iniciales para numerosas patologías es el análisis de 

polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción conocidos como RFLPs (4·7). 

Con esta estrategia puede obtenerse información acerca de reglones flanqueadoras e 

incluso de mutaciones dentro del gen, siemp~e. y cuando se localizen en sitios de 

reconocimiento de enzimas de restricción. Est~·ai;álisís es útil en muchos casos, pero 

no puede aplicarse de manera general, ya que par~Ó~·~~r que el número de familias que 

proporcionan un resultado Informativo es limÍtad~.: Éste» se debe a que la estructura de 

los árboles genealógicos o del marcador cie ligarn'ienio pueden no ser informativos en 

todos los casos (7,8). Por otra parte, cJando se' ci!no¿e l~·Jocallzaclón exacta del gen, 
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así como el tipo de alteraciones que presenta, pueden aplicarse otro tipo de pruebas en 

las que se realiza una detección directa de las mutaci~nés, y qLÍe._a su vez· proporcionan 

un resultado más exacto e Informativo. Por este medio se puede llegar a tener la certeza 

de que una persona con una mutación' en el gen· en· cuestión presenta una alta 

probabilidad de padecer la enfermedad (7,8). 

De esta manera se resalta la importancia de los estudios encaminados a la 

Identificación de defectos estructurales en el genoma humano; ya que provee una 

herramienta muy valiosa en la evaluación de individuos con alto riesgo de desarrollar 

alguna enfermedad hereditaria relacionada con genes especificos. 

De acuerdo a las patologías presentes en nuestra población, una de las 

enfermedades que se relacionan con mutaciones en genes específicos en pacientes 

afectados es el cáncer (CA) colorectal. En la actualidad, esta neoplasia es una de las 

enfermedades en las que los pacientes que la padecen no tienen un buen pronóstico 

de sobrevida y el tratamiento se limita principalmente a colectomía total (9, 10). 

Como ejemplo tenemos el caso de la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF), un tipo 

de CA colorectal que tiene un patrón de herencia autosómico dominante. Recientemente 

se identificó el gen APC por.medio'd~'métodos de clonación posicional y se identificó 

como el gen responsable.de iá-.PAF,-por:la presencia de mutaciones en algunos 

pacientes con APC (11-1-4).-Asi qu.e; en vista del gran número de ventajas y aplicaciones 

que presenta el análisis' molecular en numerosas patologías, en este trabajo se trata 

de Implementar esta tecnologia para el estudio del cáncer coiorectal. La aplicación 

principal de este trabajo a largo plazo, se encamina hacia la dilucidación del mecanismo 

de carcinogénesis de esta enfennedad. 

2. CANCER DE COLON 

2.1. EPIDEMIOLOGIA 

En los últimos años se ha observado en nuestro pais, un aumento en la incidencia 

y en la tasa de mortalidad por enfermedades crónico degenerativas, entre las que se 

Incluye el CA de estómago y de colon (9,10). Actualmente, los estudios epidemiológicos 
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muestran que de las enfemiedad~s, malignas del aparato digestivo, el cáncer de 

estómago y.de coio'n ocÚpan uno de los primeros lugares a nivel mundial. Además, se 

ha visto a nivel mundial que la Incidencia de cáncer de colon aumenta aproximadamente 

el 2% anualmente (9·13). También se sabe qua el cáncer de colon tiene una máxima 

incidencia en la sexta o séptima década de la vida y, con excepción de los síndromes 

hereditarios, es poco frecuente en pacientes menores de 40 años de edad (19). En los 

últimos 30 años no se ha modificado la sobrevida de estos pacientes. SI bien se han 

utilizado diferentes estrategias quirúrgicas, cerca del 60% de los pacientes mueren en 

los primeros cinco años después de que se establece el diagnóstico clínico. Lo anterior 

nos Indica que el diagnóstico temprano y tratámlento oportuno son fundamentales para 

elevar la calidad y la sobrevida de los pacientes; lo que hace indispensable establecer 

estrategias para el diagnóstico y tratamiento oportuno, asi como la búsqueda de terapias 

alternativas .(15,17-19). 

2.2. ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE COLON 

Respecto a los factores etiológicos más estudiados del cáncer de colon están los 

dietéticos; básicamente régimenes ricos en grasas animales y bajos en fibras (16,23,24). 

Por otra parte también se ha observado que los factores hereditarios contribuyen de 

manera muy Importante. Aproximadamente el 10% del total de los pacientes con cáncer 

de colon tienen un factor hereditario primario como agente etiológico (15,20-26). Asf 

mismo se ha planteado en base a estudios moleculares, que el canear de colon 

esporádico presenta la misma etiologfa que el cáncer hereditario, ya que se observa la 

misma alteración génica, aunque en el caso del cáncer esporádico éste sea ocasionado 

por agentes químicos, flslcos, dietéticos o ambientales (27,28). 

De los diversos síndromes hereditarios y familiares con alto riesgo para d~safróilar 
cáncer se Incluye al cáncer colorectal sin poliposis' hereditarli;t. ~I cual Hi~iY·:clynch 
clasificó clínicamente como sl.ndrome de Lynch 1 y slndróme ~e Lyh61{1f ·(:;19;3?). Otr~s 
síndromes hereditarios son la poliposis adenomatosa fa~il'i~r (PAF):'(s~)'J'1~~ ~fndr~mes 
de Gardner y de Turco! ( 15,32-34). Por otro lado, ent~e I~~ ~i~J,:()~~s 'il~'r~~ltarlo~-. con 

• • • 
0
" ", •.'""· '.,•' ••' ; L"•.,;. o.l .'.• :-. .,,.?,' ;/ ~:- ;, .. ·· • -~·;,·,::';•' ,,'.' • , ' ', 0 ' 

un bajo riesgo para desarrollar cáncer están las poliposls halllar:t?matosas, .el sfridrome 
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de Peutz Jeghers y Ja poliposis juvenil familiar (15,32). También existe un grupo 

representado por aquellos pacientes que desarrollan pólipos adenomatosos aislados y 

carcinoma colorectal en edad avanzada. En estos últimos se sugiere que tienen un 

origen genético con un patrón autosómico dominante (27,28). 

2.3 HISTORIA NATURAL DEL CA COLORECTAL 

A continuación se describe Ja historia natural de los tumores colorectales, en donde 

se detectan varias etapas evolutivas en donde se observan diferentes mutaciones 

somáticas y hereditarias (Fig.1). Con base en estudios clinicos e histológicos, se han 

identificado las siguientes etapas: primero, pequeños pólipos adenomatosos surgen de 

la mucosa del colon en un proceso de Iniciación neoplásica y progresión; en esta fase 
' ;,,, 

se sugiere que Jos adenomas surgen no de la ~Úcosa normal sino preferenclalmente de 

áreas de mucosa con caracterlsticas. hip_erprol!,íerativas. De ahi que la progresión de 

pequeños a grandes adenomas, con Ún aumento subsecuente en el potencial maligno, 
.-,:,,, 

ocurre solamente en unos cuantos.póilpo_s. La transformación de adenomas a CA 

colorectal puede suceder en un periódod~'alÍos.a 'décadas. Por último, sólo un pequeño 

porcentaje de los adenomas que sÚfrÍéronúna·tránsformación maligna progresan a CA 

invasivo y CA metastásico. Estas dife;elites etapas se obse1van tanto en el CA de colon 

esporádico como en el hereditario. No obst~nte, hay que tener presente que, si bien los 
. ,. . . . '~·. ( 

criterios cllnicos e histopatológicos se pueden útillzar para clasificar los tumores en 

etapas diferentes, la progresión del tumor y la evolución. de subpoblaciones celulares 

nuevas en tumores sea quizás un proceso continuo (25,26,35·41) .. 
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2.4 POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR 

La Poiipósis fldenomatcisa Familiar (PAF),' presenta una Incidencia de 1 en s,ooo 
y de 1 en 17,00Ó erí l~pobla~ÍÓn ele los Estados Unidos y Japón, respectivamente (42). 

Desafortlmadarrient~~n'r¡Úestro pals río cont~mos con información precisa al respecto. 

ú PAF es un padecimiento autosÓmi~Ó dominariíe, de tal manera que un individuo 

enfermo tléne un riesgo del 50% en cada embarazo de tener descendencia afectada. 

Estos Individuos desarrollan de cientos a miles de pólipos adenomatosos en colon y 

recto, de los cuales una gran mayorla progresan a· carcinoma. La edad de aparición de 

estos pólipos varía desde los 5 hasta los 70 años; no obstante, la mayoría de los 

individuos afectados los presentan en la pubertad o bien antes de los 30 años. Para 

detectar la presencia de pólipos Incipientes se realizan colonoscopías periódicas que 

deben practicarse cada seis meses. Una vez que se diagnóstica la enfermedad, se Indica 

una colectomla total para evitar la transición de los pólipos adenomatosos al estado 

carcionomatoso. Una desventaja de este procedimiento de escrutinio es que se tienen 

que someter a este tipo de esiudios a todos los hijos de un paciente afectado. Esto crea 

angustia e incertidumbre entre los hijos· del paciente ante la posibilidad de desarrollar 

posteriormente el padeclmlénti{i:¡Ue'·teririina Invariablemente en un proceso maligno 

(14,26,43-45). 

Otro aspecto Importante en el dla:gnóstlé:o el~· pacientes asintomáticos de la PAF está 

representado por casos 'únicos oalslado~.'En f~milias holandesas se ha encontrado que 

un 30 a 40% de pacientes con PAF !son ·é:a~o~ únicos'; en los cuales se sugiere la 

presencia de mutaciones de 110110. ·En· estcis' p~CieÍit~s con canear de colon esporádico 

se ha demostrado que hasía en un 63% dé los c~soi, éigen que se encuentra alterado 

es el mismo que se ha relacionado é'n los pacientes cori PAF hereditario (35,46-48). Se 

especula que estos pacientes sufrieron mutaciones espontáneas.'del mismo gen, o bien 

éste alteró su expresión o estructí.ira debido a factores qulmlcos o ambientales. Como 

lo demuestran Íos comentarios" anteriores; es compleja la genética· molecular del 

carcinoma colorectal pór lo cual el estudio del síndrome de la PAF ha cobrado especial 

interés tanto en el aspecto clínico, como a nivel molecular. 
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2.5 HISTORIA DE LA PAF 

En 1880, Cripps describió por primera vez la pollposls colónlca en una familia 

Inglesa. Posteriormente se determinó el patrón hereditario y, se estableció que era un 

padecimiento premaligno en el 100% de los casos. f'ue'.hasta-1930 cuando Lockhart, 

Murnmery y Dukes enfatizaron que la poliposis, colóni_ca ·familiar y la "esporádica" 

representaban un riesgo significativo de neoplasia a los miembros de la familia. Desde 

entonces se vigiló cercanamente la evoluc{ó~- Y, transformación de un adenoma a 

carcinoma. En las decadas de los 50s Y: de .. /ó~ GD~, se establecieron regislros de este 

padecimiento en diferentes hospitales con e(obje'to de. estudiar más de cerca a estas 

familias. Fue de esta manera corno se deÍ~~lóla'diversldad de manifestaciones cllnlcas 

que suelen presentar estos pac.ie~te,s y,se¡}l'.l·;;óÚ~ ma~or consenso de que se deben 

de estudiar a las familias de una manera' fnté_grai. P.re~i~amente en uno de estos registros 

de PAF, en el Instituto de cánc~r Rg~~~;, ~¡¡-~; ~~ Buffalo, New York, Lemuel Herrera 
~ '.. -; • .,1 - • '· ., • • • , • ~ • - :: '.· .: ••• t:;_ • .,- ··' • .' • • • • :-· - : 

(49) Inició una serie de.estudios cltogenéUc'os coii résullados que dieron un giro definitivo 

hacia el estudio molecula~.d¡¡I CA/de: ~l'.>16~. D~~ánte' _la investigación, uno de sus 

pac1an1es, can un. cuaci_ro ~unic_l'.l.cie 1J_o,1iµ9~15 r<lllJ.illª¿;c..\ de¡co1on, retraso rnenta1y01ras 

anomalías congénilas, presentóuria aÍleraciÍínciÍogenétlca que consistía en una delación 

en el brazo largo_d~J ~!~rnC>~º~~.s'(19):/qo{·~ñ~~;cJes~ués, en.•1987, Waller Bodrner 

de Londres e_s(abléció p~rp;imeir~ vei, m~dia~l~~siudll'.ls dé:ligamferilo, una unión muy 
, •·.· • ": i. :;,-•. • ·.·.,;!_ .. _:. >~-:- __ >:--~-':'.~~'?:.:'.,,::y;-:--.~>>{:,··':" .:C''' . ~ 

estrecha entre, el gen _de la:PAF, que se localiza\ en el brazo largo del cromosoma 5 

(reglón q21-q22), y la ~;e~~~~¡¡¡:de -~;;t~~-~f~irried~~ ¡sÓ) .. En 19a9, ~n la Universidad 
. ·. ,,··. ~ .... " -'"' .-·. '::-. •.:· ;__•_ :---'.\'''":-.<''• ·: ;;.·· .... _, ~ ,_.·~ '• ··.-.> _:·· • ; 

de Johns Hopklns, B; ,Vogelstéin ~(35) sUgfrifúná;secuencia biológica niol~cular que 

f:~~~1~'iW,lji:~f~~t~~~i~~l~ 
se prop~so la -~Uliz~_~iÓ~~~~~:sÍ~s 'mar~ad~r~~ :~~,~~Úlares ··para realizar el diagnóstico 

presfntomático de :~sta ~~ferm~dad (53,s4¡;. Asimismo, Vogefstefn et al propuso la 
. : ___ ,- :···, ... ,_,. .. _·' ·_·, - .·' -· .... -· . -

secuencia de aminoácidos que codifica al gen de Ja PAF. Por otra parte Kinzler (11, 14) 
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del mismo grupo lndentiflcó otro gen mutado en CAde colon; el gen MCC. Este gen se 

localiza muy cerca del gen de la PAF en la misma ~eglón del crolrios6ma 5, y también 

se ha relacionado estrechamente con el desarrollo de PAF. Co~i~i.fl~-d~ proporcionar .. _ .... ·,'"; .. ' . 

un diagnóstico presintomático en pacientes '.con PAF,>·se'{h1in hecho numerosas 

investigaciones (53·58), ya sea para encontr~r un marcad()r rr;o·lec~lar del padecimiento, 

o bien para Identificar directamente la alteración del gen APC. · · 

Después de que se descubrió en 1991 ·por medio da·: estudios de clonación 

posicional que el gen de la PAF se localiza en el brazo largo del cromosoma 5q (11-14) 

se realizaron numerosos estudios genéticos y moleculares, que Incluyeron inicialmente 

análisis de RFLPs, para llegar a determinar finalmente las alteraciones estructurales 

presentes en el gen APC, causante de la PAF. Algunos de estos estudios indicaron que 

existen ciertos fragmentos polimórficos que tienen una·unlón muy estrecha a la PAF y 

se han utilizado como marcadores moleculares para hacer ·un diagnóstico Indirecto de 

alteraciones estructurales en este gen (53·58)~ 

2.6 Gen A P C 

El estudio del gen APC, desde que se lndentifició. ~n ~¡·brazo largo del cromosoma 

5 en seres humarías ha•t6mado·gran'int~rés;·'{11;13);ipormeidici de estudios de 

hibridación Íll situ, cltog~nétfcÓs y análisis ida . p~lirnbrfis.mo en la longitud de los 

fragmentos de restricción; ~é demostróqUe~stegé·ri;é;táaltérado en pacientes con 

PAF hereditario (51,54) asl.co~o.·e~ p~cl~~les que ci'¿rsán con cáncer de colon no 

hereditario (27,28J; También=•se .ha demo~tiidpipérdid<i'de material genético del 

cromosoma 5 en'• la• PA.F( en adenomas ·1¡ ;ciarclnomas. colorrectales esporádicos, 

sugiriéndose que tal pérdida ·9~-p~r deledón '1nt~rsti~lal del brazo largo del cromosoma 

5. Los datos•par~c~n'á¡)()yá'rlahipót~~is:d::~'u~éÍas .mutaciones deJ·gen APC son 

~eu~::~:icoª d~~·~~~:~;iá;:~~fü~ 16~áº{&;it~~~~~:::~:t,81~ú~~ q~::n d:ir:s0~::c~: 
supresores d;tu~~dco~6.~1 bén·R~). ;equleie~ ina~t1J~~ló~d~ ambos ~lelos para el 

desarrottb • de .• rnalignld~d i(~é'rciiéfa "cÍé h~-Í~r6c1~oijlctad). (s9):: Ád~niás •. de·. c~Úsar . el 

slndrome de la pottpo'sls adenoÍ!lat()sa familiar; las mutaciones del g~n APC piirecen 
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participar en la herencia de la susceptibilidad al cáncer colorectal ·diferente al .. PAF. 

Existen varios grupos de cánceréolore~ta1~(59), la mayorla cíe los cuales tienen un tipo 

de herencia aut~sómlca d6rni~ante y u~a'i~ecuencla génlcun la población general tan 

alta como 19% (SO). En 1991c Vogels¡eln(i1), Nakamura et al (13,14) lograron 

secuenciar en su tói~lida;d él ~éri d~ IÍIPÁF', e~te~vance a diferencia de los estudios con 

fragmentos pollmórlicg~\~~rmite/anállzal"'.'directamente las mutaciones de este gen. 

También estos. m1J~o~''1riv~~ligadore~ detéctaron. mutaciones del gen APC tanto en 
' . • - . ·' _.-:- ~' ~ ~:.•·.!' }· ... '!",~' .• ·. '; :' .· ·-:-:_ 

pacientes con PAF como ·anpacler!es con,s.lndrome de Gardner, asl este hallazgo 

experimental apoya la kl~~ éf~i~'u·~· el mlsnlo gen es el responsable de ambas 
;, '. ;,:.>'.e~~~':>: :·;;:t:J:,:·.: ·;:~<:~.- ·.: ~ ; • , 

enfermedades:.Más reclenteíllente, los mismos autores, además de identificar el gen 

APC, analizaron' lafegi¿~·c~dific~~br~ completa y encontraron que contiene 15 axones 

(61) (Flg. 2),siendo -~I ¿1!J'mb· ~I ni~s lárgo cbn Una longitud de 6571 pares de bases. Al 

mismo tiempo ;ellos istu'~l~rori053~~cl~rite~ con PAF y observaron mutaciones puntuales 

en los exones ~.6;'. a;:9j;yo:12 ~:1!i~sin e~bargo, en 29 casos detectaron deleciones o .. . . ' - .· . ,._ •. '. ~ ' :· . -~; ,, ' . ., .. ~. .' . -

inserciones en el axón 15. Es'preCisamente en este exón largo en donde encontraron el 

68% del total 'd~ la~ ~utaci~nes (codones 713-1597). y que la misma mutación se 

detectó en ·diferentes pacientes no emparentados entre si. Un aspecto importante es que 

de las mutaciones que se han detectado, el 92% originan un producto incompleto ya que 

algunas de ellas generan nuevos codones de terminación. 

A partir de entonces diversos grupos de Investigadores en todo el mundo, se 

plantean Ja tarea de analizar completamente la región codiflcante del gen APC para lo 

que se utilizan diferentes estrategias. A la fecha se' han reportado mas de 250 

mutaciones diferentes que incluyen mutaciones somáticas y en linea germinal (56,57,62-

64). Dentro de las mutaciones que se reportan se ha visto que la mayor parte de estas 

se localizan en el extremo 5' del exon·15 deritrb'.:de Íos codones'1055- 1309. Las 
-·.· - ···· .. ··-· ,, 

mutaciones más frecuentes son una deleclónde5pb en el codon 1309(en un·10 %.de 

los pacientes) y una delación también•de:s~pb•en'·eÍ codon'~1061 (éh;5%'de Jos . '. -· -··,· ·· .. -· ,·" .. ,.,. ·'• -··,· .. "· . 
pacientes). En uno de los estudios más extensos/en efqUe.se·anallzaión 15.0 pacientes 

con PAF, se encontrarón mutaciones eri 97 casci~ de. lbs cuales '·Un SS% ·presentaron 

m utaclones en el exorl·15 (B5~67). 
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Flg; 2_ Estruc!Ura delgen APC ~ distribución de mutaciones 

En div8rs(Ís; e~t!;'dici_5:-~i.iiín;~dos,·d~I~ totai de los pacientes con PAF que se 

analizaron, se hán_,detedtadÓ mut~clo~Éls en el gen APC desde un 30% hasta un 60% 

de los casos. Esto dep~l1cte d~I ~étCld~ 'que se utiliza para rastrear las mutaciones. Este 

tipo de análisis' sedi11du1ta'~6~:1a\iatUrél1eiza variada de las mutaciones del gen, que 

incluyen- cam~i6s )~·;de~~:~~-ú~l~ólo, par de bases, pequeñas delaciones o bien 

pequeñas lnserCiónes:'_AcÍeO'iás}estas mUtaclones se encuentran distribuidas en una 

larga porciCÍri d~¡ 9~11 A~p q'u~ c~bre aproximadamente 8500 pb. 

Por_otrolado: ieí'h~~-re~drtacÍ~ ~~t~hi~nes en·regiones no codificantes en el gen 
- . ~ -. - ~;,'\ . '· : ' .. ., : \. ' . • .. -:· '. -; •,' - ' . '"í·'·;, - . - . ' 

APC, algu~as enLa~.reglo~.~s p[.6.rr,i,ot~ra~, 9~e.d~n lµgar a fragmentos no traducidos en 

el exon .1 que'oí:iglnan\difereniéis'siiios<'de'lnidó'.Cie la transcripción; también se han 

encontrado mútaci16íl~s: 8~ Sii.iC>s:-ci~'.:'ieCorlocirrii~-~i~--éfe· 1aS intrones en donde ocurre el 
- -~ ~ 

corte en el procesámient&'~éii ARNITl-paráeli~lnar las secuencias de lntrones. Aunado 

a ésto también se han -lde~Íi11i:~~~ 'ciiter~At~~ta~~:~~s de' ló~ transcritos y secuencias de 

reconocimiento~~ dond~ ng s¿~d~f~~taií' riuii~~lo~~~.~ue pueden dar lugar a un tipo de 

procesamiento altér~aii~Cl ~ehi~~;de:T<i're9iP:s":d'~I exb~ 1 (64,68a). Lo anterior Indica 

que puede ser muy variada la ~xp~esiÓ~ de es.te gen, dando lugar a diferentes productos, 

lo que a su vez provbca diferehtes
0

fen6tih6s ~r¡ ~aclentes con mutaciones similares, 

Con respecto al prod~cto del ge~ APC, s~ ha aislado la protelna codificada por este 
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gen y se conoce su secuencia (68b). Esta protefna contiene 2843 aminoácidos, pero su 

secuencia aporta pocas claves.acerca de··s~' función.:Se han caracterizado algunas 

regiones funcionales, conUene ,una'.,,:.reglón .:liaciá, el extremo N-terminal con las 

características de dominio helice;afr~:helice: qÚe. I~ conferirla la capacidad de formar 

dlrneros. También presenta una secúendaqúe probablemente es responsable de la 

formación de dedos d_e zinc._I:n é_y~nt9.a su .función se ha observado que se asocia con 

B-catenlna y probablem(3ryte conf:8~te,n_ina_, un componente del complejo de adherencia 

asociado con moléculas de:_adlíeslón· celular como cadherina E. La Idea de que los 

cambios en las propiedade.S. adhesivas de las células pueden ser pasos criticas en la 

progresióndel tumcir .. dependera e~tonces de la integridad de las moléculas involucradas 

en la adhesión célula-célula. En base .ª estas Investigaciones se enfatiza aún mas la 

complejidad del estudio de las alteraciones en la estructura de este gen, de los diferentes 

niveles de regulación de su expresión, asi corno de sus productos, y finalmente de la 

Implicación de todos estos factores en los pacientes afectados{68a, 68b, 69). 

2.7 ANALISIS DE MUTACIONES DEL GEN APC 

Dentro de los primeros procedimientos que se utilii;ar~n cop, é'l)t? pa~¡¡ ~et~rminar 

alteraciones estructurales gruesas en los genes, ~e. en_cuenfrari.\a t~~_nl8a de Southem 

y Northern bici (48,50). Mediante este tipo de anállsi~ fu~ p~~lb.le determina~ deleclones, 
. ·-· - . -. ',, 

inserciones y rearreglos de genes, que inclulan,;.cam~ios, en. una s_ola base. que se 

localizaban dentro de la secuencia de reconocimiento. de enzimas de restricción. Estas 

técnicas, además de que su proceso es prolongad_o y re_quieren grandes cantidades de 

ADN, finalmente no logran detectar tod~s las .. niuia?iones. Posteriormente se utilizó la 

técnica de secuenciación de ADN (69), _con la que ¡)uede determinarse con precisión la 

localizaclón de las mutaciones, ya q'uese logra establecer la secuencia exacta de bases 

de un gen. Aunque esta metodol~gia ~~ I~· más precisa para la determinación de 

mutaciones genéticas, se recomlenda~UIÍzar~rlme~o alguna técnica de tamizaje con la 

cual se determine sila muÍación. está o no presente (técnica de rastreo) y después en 

una segunda etapa, efectuar la s~c~enclaclón del fragmento dond~ se encontró Ía 

alteración, para determinar el tipo y localización precisa de la mutación. Esta elección 
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se debe a que también este tipo de análisis Involucra un largo y laborioso procedimiento. 

Con base· en- estas consideraciones comenzaron a desarrollarse nuevas metodologlas 

para rastrear mutaciones, y tratar de obtener mayor Información asl como mayor 

precisión, para llegar finalmente Incluso a detectar cambios en un sólo par de bases. 

3. ANALISIS DE MUTACIONES DEL GEN A P C 

3.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

3.1.1 Origen y fundamento. 

Con el nacimiento de la tecnologla de la Reacción en Cadena de la Pollmerasa 

(PCR), surgió una poderosa herramienta de Investigación, en la cual se fundamentan 

numerosos sistemas para el estudio del material genético. Este Ingeniosos proceso fue 

Ideado en 1985 por Kary B. Mullis (70), y la primera secuencia de ADN que se amplificó 

con esta técnica fue el gen de beta globina (á)x:/' ::" · 
El PCR es un método d~ s'lnte~is'í;i{;/ii:ó'J~'ábí~ó; nuclélcos;\én donde un segmento 

especifico de ADN se copl~ y ~e ;~f)¡¡6~ e~p;~()i¡¡¿aménté varla_s v~Cés: La técnica de 

:~c~:~;~1:: 1~~e~;:.:r~:~~et't'.~~cii!ºk~~-~t~~~t~d~·re;,a1~1~~'.~fü~:1I~~e1:~:;~.~ 
situada entre ambos 1n1ciadcir~s pó~·1~érizim~'AoN·µci11~efasa(Fig,~l:'E:1'?6Fi cons15te 

en la replicación . de una. serM; de'/0161~; dé 0'í~;ri~~ratura''é;{·cion·d~ :~ª.' éféctúa · la 

desnaturalización del ADN, la áHnea~lón y:á2opla;;[éntoJ~ losjnl~i~dor~s:Y 1~ exiens:IÓn 

~~ª~~gB1t~~i~;~~Bfüf~i~ 
la siguiente reacción. De 'ial manerá,.qué ~¡número de ,copias del fragmerífo deseado 

se duplica en cada'ci~ld; ~ t~lg~acio"(i'!l~-~~n ¡·;(~'Jci~;ió~'de'él~j~~::~e·i~~~ ~na ~lntesis 
exponencial de 2~. (d~nd~ n ~s elnúni~r~ de -~í~io; del ~:ro~eso) loq~~ cci~responde a 

millones de coplas del segme~to CÍe ADN ~mpllilcado (71 c72¡: . ' .. ' 
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3.1.2 Requerimientos para PCR 

De manera general, los componentes que _se requieren para la PCR son: el ADN 

molde, un par de iniciadores (ollgonucleólfdos) específicos que flanquean el segmento 

blanco para la amplificación, mezcla. de., desoxinucÍeótldos (dNTPs), solución 

amortiguadora de reacción y la enzima ADN Taq pollmerasa. 

Cada uno de los ciclos de la reacción consta de tres etapas, que se determinan por 

el establecimiento de temperaturas y tiempos específicos. La primera de estas etapas 

corresponde al proceso de desnaturalización a una temperatura de 92º - 98º C y en el 

cual se separan o desnaturalizan las dos hebras complementarias del ADN blanco. En 

una segunda etapa se efectúa el proceso de alineamiento a una temperatura de entre 

50º - 60º C. Aquf se realiza el apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas 

simples del segmento de ADN blanco desnaturalizado. Finalmente, se realiza la etapa 

de extensión a 70º- 74ºC. En esta última etapa la ADN polimerasa extiende la longitud 

de los iniciadores apareados, mediante la polimerización de fos dNTPs libres, dando 

como resultado nuevas cadenas complementarlas a las dos hebras sencillas presentes 

desde el Inicio (71-75). 

3.1.3 Aplicación en el Análisis de Mutaciones. 

El enorme Impacto que ha tenido la técnica de PCR en la investigación biomédica 

en los últimos años, se refleja en el enorme crecimiento e Implementación de nuevas 

metodologlas para el análisis molecular del material genético (76-79), en las cuales se 

incluyen aquellas metodologfas encaminadas al análisis de alteraciones en el ADN, 

proporcionando asf una valiosa herramienta que permite llegar a un diagnóstico 

molecular mas preciso, rápido y confiable. Es. precisamente esta metodología de PCR, 

la que se toma como base para el Análisis de_ Polimorfismo Conformacional de hebra 

sencilla, para lievar a cabo el anál_isis _de niütacíones deí gen APC en este trabajo. 
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ESQUEMA DE AMPLIFICACION 

AMPLIFICACION DE UNA SECUENCIA ESPECIFICA DE ADN 
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3
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Fig.3 Esquema de amplificación de ADN por PCR 



3.2 ANALISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE HEBRA 

SENCILLA 

3.2.1 Origen y Definición 

Dentro de las metodologlas que existen actualmente para la detección de 

mutaciones, se encuentra Ja técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa acoplada 

al Análisis de Polimorfismo Conformacional de Hebra Sencilla (PCR-SSCP), que es 

posiblemente una de las técnicas más sencillas de efectuar, ya que Involucra pocos 

pasos y a su vez es una de las ·que presentan mayor sensibilidad (80-81) . . , ..... 
En 1989, Orita y.cols •. (82) reportaron esta técnica a la que llamarán Reacción en 

.·· ,_ -.. ,.,., .. , .. ,.,},,,· ' 

Cadena de la Polimerasa acoplada al Análisis de Polimorfismo Conformaclonal de Hebra 

Sencilla (PCR-SSCP):' Én'~i análsis PCR·SSCP, la secuencia blanco en el ADN 

genómlco o ADN6.se amplifiéa y simultáneamente se marca con radiactividad utilizando 

iniciadores o bien nucleótidos radiactivos. Entonces el producto amplificado, ya marcado 

radiactivament.e se.desnaturaliza mediante su dlluclón en sofucion de formamida al 95% 

y es sujeto a .electrofóre~is de alta resolución en gel de pollacrllamida no 

desnaturalizante .. Finalmente, .. el gel que se obtiene se seca y se expone para 

autoradiografla (82,83). Un esquema representativo de la secuencia de eventos en esta 

técnica se observa .en la f"igura 4. . ·,., . . . 

Asl que c~alc¡~Í~~·;¡p~"d~ mutación, lncluy~ndo.Úna mutación puntual puede alterar 

la conformación, y ~sto c~u~a ~ri c~mbl~ ·~~ r'á'~~~ilidad electroforética detectable. Asl 

las bandas que •.se . separan mue~trah .. un~ movilidad electroforética particular que 

depende:de su s~éuencia· especifica;,- de 1a'conformación dada por ésta. Entonces 
• ' • 1 • ' ••• • • -~ 

cualquier cambio presente ~orno- delaciones, lnsercl~nes aún en una sola base, en Jos 

fragment~s que se amplificaron puede detectarse como alteraciones en movilidad (82,83). 
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3.2.2 Sensibilfdad 

En este procedimiento se relaciona directamente el tamaño del fragmento que se 

amplifica y la eficiencia que se logra en la amplificación. La sensibilidad de esta técnica, 

es decir la habilidad para detectar muíacionés/que se,ha'reportadb por varios autores, 
·. -~,;:,; ·> '°.'.-' ·: .. ·.\\-.,. ,: _ _.r; . .. ::,.>:.: ·<- · .. <:.· 

varia entre el 90% de ellclenci~::~P~,ra:.f~~9-me_iit9~ :n:en:~res;_de 200 pb y de 

aproximadamente 70 a 80% para fragmentos de 200 hastaAso pb.:Lo anterior depende 
. . . . • ¡" !>'.r. - . "l. , - . " ·. : . . '»" .. , ; -- '., ~ .- . • " 

de como las mutaciones afectan .el}plegamÍÉmtO: o:.1a:conformai::ión y como esta 
'-.'. <:~{ .:-:,·--~-·~'·.),::?:->:·.· -~ ·:-('.·:~> ~'~~.<.".:',f .. -.<> < 

conformación afecta la movilidad.electroforélica'.de l~'.secuencia'c¡ue se analiza. La 

sensibilidad no puede predecirse .fi~¡~oq&i~1~~~·~·~¡9/¡~~\ qu~ eri teorfa no puede 
• . .'. '._ <:' ·';·.•' ..: -.:·. ;·~ . ·,~> ' .-- ' -

establecerse que conformación tomaráünasecuenóia d~ A?N, ni comova a comportarse 

en la electroforesis, por lo tanto esta a·~~b~i~ac'ió~ de s~n'sibillda~ se apoya directamente 

en reportes experimentales• En, base\a;.lo ·~~t~~ioi,:.¡'~e·~.pu~de considerar que la 

sensibilidad de SSCP en detecta~ mut~don~~ pJ~t:~~l~~~~ep~ndé de varios factores, que 

incluyen la longitud del fragment~-~Ue :~~-V~ a :~nafÍ~ar; fa .cbncentración de acrifamlda, 

la presencia de .agentes::~~tab(Ji~a~Í~~;/~~,;,ii¿~¡~~roÍ, 'Í~ · temperatura durante la 

electroforesis y la conce~traclÓ~ cifr-i;'~rf~~-; Por-6tr~ parte, la sensibilidad de la técnica 

puede incrementar~e-sl s~ u!ili~~~·.rii6'i~búiás de<ARN (en lugar de ADN) en las cuales 
.- .·. ':~~:r::--.- -~-':<-::.:_ r:>·:'. __ .:·:,~ .. ",·_._.,<',.,-:<. :--.· \:._ .. ~ .. ; 

la estructura·secundaria'es más se~5:1bl.e·a cambios en la secuencia (84-86). 

Las. prlnclp~le~:v'~~t~J~srd6;1 ~~iodo Incluye~ una alta sensibilidad, su facilidad de 

realizar en·com·~~iá61J¡, d~n ~trcis-.;,é(cid~~ existentes para detectar mutaciones, y el 
e : • •• ·-' • ·.:· ~.\"·. •• «,/· \' :;;e:.' -•:'"' ' . . . . . 

hecho de qÜe se'íifectúa·:en'pócºos pásos. Además, recientemente se desarrolló una 

modificacl~n al métoc.Jo q~~ ílií ~fiiÍza¡radlacifvldad, sino una Unción de plata, lo que 

amplia aún más suaplica§i~~"{aj¡.:·~~.~~~v~nÍaja principal que presenta este método es 

que no se logran detectar 'el .100 % df_las mUtaciones, ya que algunas mutaciones no 

pueden detectarse bajo' cierta~• cioriiflcioriés: de electroforesis, por lo tanto no pueden 
: ' ~· .. ". • . .. ·- " ' ; • , : ,,, .• ·> . - . 

excluirse falsos negativos por.estaté'cnlca.·ocaslcínalmente, es dificil reproducir el patrón 

de separación para algu~o~:Ír~g~e~tii~· c~~ndo la electroforesis se lleva a . cabo a 

temperatura a~blente. Esía irreproducibiiida·d s~'debe probablemente al hecho .de que 

estas variaciones•. de tem~erat~r~ prd\f~é~n ·~{1ritercambicl ~~tré diver~ó~ estados 

conformacionales de los f~~gm'entos que se ~nalizan (86-88). • 
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3. 3 APLICACION DEL ANALISIS PCR-SSCP EN EL DIAGNOSTICO DE PAF 

Con esta metodología se pueden detectar mutaciones en el gen APC y asl poder 

realizar el diagnóstico de la PAF aún antes de que aparezcan Jos pólipos, con la 

consecuente ventaja de evitar Jos estudios colonoscópicos en Jos pacientes y disminuir 

Ja angustia a aquellos familiares que no presenten dicha alteración genética. 

La importancia del diagnóstico temprano de esta patología, como ya se mencionó, 

es el de Informar éticamente a los pacientes con probabilidad de desarrollar esta 

enfermedad y que presentan mutaciones en el gen APC, de las posibles implicaciones 

futuras, con el objeto de mejorar su calidad de vida. Asimismo, las técnicas empleadas 

en este procedimiento nos ayudan a entender un poco más los mecanismos de 

patogénesis de este tipo de padecimientos, avanzando asi en la profundización de su 

conocimiento, que en un futuro nos podria conducir a Ja prevención o cura de esta 

enfermedad. Más aún, estos estudios se podrán realizar no sólo en aquellos pacientes 

con cáncer de colon ya sea hereditario o esporádico, sino en cualquier otro tipo de 

patologla que Involucre alteraciones estructurales de genes especlflcos. 

Con los antecedentes mencionados, se refleja la importancia y surge la necesidad de 

desarrollarmetodologlas que.p.uedan ser viables para implementarse de manera rutinaria, 

y asl proporcionar apoyo tanto ala Investigación básica asi como al estudio cllnlco de 

estas enfermedades para llegar finalmente a establecer un diagnóstico molecular 

temprano y poder brindar. un asesoramiento genético adecuado y tratamiento oportuno. 
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11 OBJETIVO GENERAL 

DESARROLLAR UN METODO MOLECULAR QUE PERMITA ANALIZAR LA 

PRESENCIA DE MUTACIONES DEL GEN APC EN PACIENTES AFECTADOS 

CON POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR (PAF), ASI COMO EN 

PERSONAS CON PREDISPOSICION A DESARROLLAR ESTA ENFERMEDAD. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Definir las condiciones óptimas para llevar a cabo de manera eficiente y 

reproducible el análisis de mutaciones del gen APC por medio del 

método PCR - SSCP. 

2. Utilizar esta herramienta molecular para la búsqueda de mutaciones en el 

gen APC en pacientes afectados con PAF y en personas con alto riesgo 

de desarrollar la enfermedad. 
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111 MATERIAL Y METODOS 

1. ESTRATEGIA GENERAL 

Para cumplir los objetivos anteriores se planteó la siguiente estrategia (Fig.4): Se 

estandarizó la metodologia de Reacción en Cadena de la Pollmerasa y Análisis de 
,, .. - ' ' \ 

Polimorfismo Conformaclonal de Hebra Sencilla. Posteriormente se llevó a cabo un 

análisis de mutaciones de la región codificante completa del gen APC en pacientes 

afectados con PAF, familiares no afectados y sujetos nor~~les.: ·~, 
- ' . ',-·.e-. .· '. , . : ~ 

En la primera etapa se separaron las células blanéas:~lse ré'aiizó la extracción del 

ADN. Se sintetizaron los oligon~cleotidos ~,:;~ a~pni\i;~~cin 6~'c!~'.·¿n6'de lo~ fragmentos 
· . .' -· __ >.:._<.:tfú:--:•;/·::1>/;::(>;;,;;._1y_-s~-,~,,; __ <C' .·,.:;:::;_:' .. 'l;_>· .-'.:-:: -·.~- -. __ , 

que componen el total de la :'sec_uenclá':,·codifl<:aNá · del g,em/A_F",C, _los cuales 

posteriormente se s~iTieti9rón·_ ~-1 :~n4i1.~.i~:-~-~~-~~"ce."t·:·c~--" -,, ·' 
:·r::~:-';.-:: .~:;~:<·,;:;-. . -

Finalmente, se realizó el análisis'. de lo~:r~suitaclos y s~c~~pa~aron l~s patron~s 
'.. • ' ~ 1 • - , • ' - ; - : ~ • • • 

electroforétlcos :taÍlt() d_é lás personas sanas; como de los pacié,nteis afectados con PAF. 
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2. CAPTACION DE PACIENTES 

El Departamento de Gastroenterologia del dnstituo Nacioanal de la Nutrición 

"Salvador Zubirán" cuenta con un centro de reférenci~ ~ar~ el éstuélio de cáncerde cblon 

y Poliposis Adenomatosa Famlliar.(Registro.N~cioríaÍ ~e.~ollposi~F~~IUar)~nel ciual 

se tienen bajo estudio pac1~ntes aféct~dos~rin.PÁF~s·, cam~'su~·f~~ifüfras'::· . · 

En este trabajo se incluy~ron'~a~ientes'·~a és~é .registrci'.afectados:conPÁF,así 

~0d:~d:~: ::~~:ii~¡ ~~o~:t~~iJ·~t;t~~~i0'A~~~~1: p1JtJF~i:t:h1!~:;i:~:~as~n::t1::t:: 
PAF de acuerdo a l~s manifestaciol1.es·éHnicas y estudios hlstopatoiógicos. También se 

incluyó un grupo dé;j o p~.r~b~~~ ~~n'~~~·1n'~n·t~c'éci~nt~s f ~mliiares de cancer colorectal 
' ' .. ., . ' " - ' • ' ,.· .• ·' ·~·. ' '·> ' , , .. _ ••. :-:.!' ,_ ... , -

como controles normales/En todos ellos se'realÍzó la búsqueda de mutaciones en el gen 
'l -·· •.. - -·~ - ': ~;. ' 

APC. '<.: :·.·./':.•.:\. }:::·'¡> .. . 
A cada uncí dé los indivÍduos·se les''extraje;on .rn mi de sangre periférica con EDTA 

como anticoa~ul~rítéH~.~~rifica;alo~.léuco~lt~s.y posteriormente el ADN, con el 

objeto de detecta~ mui~~íbrie~;d~I g·;n:APC éo~ la técnica de SSCP. 

3. SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA AMPLIFICACION 

DEL GEN A P C. 

3.1 Descripción del método de Fosforamiditas para fa síntesis 

de ollgonucleótidos. 

La síntesis de los oligonucleótidos necesarios para la amplificación de la región 

codificante completa del gen APC, se llevó a cabo en el Sintetizador para ADN Gene 

Assembler (Pharmacia LKB) y el método que se utilizó fue •ehde Fosforamlditas 

(Pharmacla LKB) (89,90), El fundamento y las etapas del métádo. ·de síntesis se 

describen a continuación. 

La mayoría de los oligonucleótldos sintéticos.se· p'reparan e~ ba~~ ~ l~s· Íécnicas de 

fosforamíditas en fas~ sóHda; En esta técnica;el prÍ,;;err;;;6nÓme'r~ cista anclado por una 

molécula de unión a: un soporte'compuesto de. esferas de:cristal de bcirosilic~lo. Los 
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pasos principales de lasintesis de ·un oligonucleótido son: deprotección, acoplamiento, 

capping, oxidación, deprotección y liberación del soporte. 

El paso de deprotecciÓn consiste en retirar el grupo protector de la posición 5' del 

monómero ·anclado·~ara'qúe.p.ueda .reaccionar con el monómero ·sfguienie,· con ··su 

posición 5' p~otegida /sti po~ición 3' aétivada se agrega en exceso ~r soporte sólido. 

Es importante que lós' mon:ómeros q~e no reaccionaron sean iríactivados para evitar 

que el oligonué:Í~ótid~¡~e·:~longue en una secuencia que no es la correC:ta: Para este 

efecto e~ el pas~ de. c~i>~IX~ íos 9r~pos 5'0H que no reaccionaré~· si:i~ ~cet11ados para 
•·• ·: '¡• •. ,, . . ' .,' ·.,·. - • 

impedir suérecimier¡'tó
0

posierl#r.El.siguiente paso es la oxidacióíi_d~!. grupo fosfato para 

darle una corifigÚriició'n má'.s eft<1ble: Estos pasos se repilen con~eé:~Úva'mente según el 

número de níoriómeros de la secuencia que se esta sintétizando>W·'.!\ 

3.2 Proceso de liberación del oligonúcteótldo del so'pi:irt~ s'ótidcn/;:,; 

ie:::::t:::~:~e completa la sinte:is;~l .o;I;;¿~~;~ ·s;~:~~icd~f !:~a:adel. s:~orte 
sólido y se deprotege de los grupo~ prote~to;~s ~g.;;~~~;~~~~n~cen. Esto.se logra 

Incubando el soporte con el oiigonucr~ótido unÍdoien uri~ ~;iu~Íóri a~¿o~a d~ amonio en 

altas concentraciones (30°i. v/v) ~ 5S_~c'por;~ ii:o bi~n tocia' fa' noch-~. ~-; . ,i ., ': ,· 

<·,fi\-~ ._/,,, ,r :,:,;;·\:-.'u•,'-'. e,~;,>•;,, f-:·;(>,. • ,:-..: 

3.3 Purificación de oligonúÓt~ótÍclo~.i ···· ··· 1 .:;~. ). ;~;~. '.~{. • { •. :., •-"< ' 
Una vez deprotegidcí el g·ii96~~~i~óiido~.~-. purifica pór HPLC .(High 'pressure liquid 

chromatography), porc,~lu~~ascJ¿.\ni~rcambio•iÓnido o ~br'ei~<ltiÓfo~si~.·en' acrilamida. 

~¿¡¡¡~¡¡~~~llf i1llitlliíi1l~~§ 
subproduC:tos•;y \1ón'~~"·~ITtO~foo Fin~l~~~te'. 'ka 'deÍ~rrii.ínó .. sJ d6nc~~i~aciÓn por 

espectro1otorrietr1a de ru'z uv a 2501280 nin. 
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4. EXTRACCION DE ADN DE SANGRE PERIFERICA 

4.1 OBTENCION DE CELULAS BLANCAS (91) 

El método que se empleó para la extracción de leuco,cltos: útmza una solución 

hlpertónica (Buffer AKC:Acetato de K, cloruro de amonio), que logra romper la membrana 

de los erltrocitos sin dañar a los leucocitos. Posteriormente con lavados consecutivos se 

logra eliminar el plasma y restos celulares de eritro~itos;' O~ tal: ~~nera que la obtención 

de los leucocitos se efectuó como se describe a contlniJ~~iÓn'.'; ~} iL{;; ,,: , , 
1.- Se extrajeron 1 O mi de sangre periférica con antic6~9t1~~Í~ EDTA, cada una de las 

>-, •. ·.·., .• ,. ·:, ~«:···. . . 

muestras de sangre se depositaron en un tubo Faic'on de 50'.miqÚe'se llenó con buffer 

PBS, se agitaron ,¿uidado~am,, ente por,1riversi~~,ysJ<d~;;ntfif~gÓ,a:2,ooo rpm a 4"C ·-· .. . ' . 

durante 15minutiis;\;,';i!: <:(::':::,, ':;:,:' '" ,' ':,;\')'»:;~;:,,","/,,:vi' ''' ',\:};;,,, 

2.-se retiró el liqLlido'~obrenadant~ y~n':él fondo d~i túbo;~e'c:fep6sii~ron los leucocitos 

pero ahora. con [liencir rÍúm.ero'ci,é'..células~roías.'~li ~e r¡¡su~f?éndió en bi.lf!er pes para 

lavar los. ieucocitós;'.Se 'riérítrlfugó igual,' qÚei 'éri; los 'pasos, aÍlterlcire·s y .:se, obtuvo de 
••• ,· ••• ••• .,,,, ••• - •• :··. > ", ... • •• 

nuevo el precipita~o ,dei !,eú_~()cíios.::~ :'.S ~>, ;//:;e<(; ;, ·j);, .. 
6.- Al,flnal: de,,esta, etapa:si _no "sel réaiizii lnmediataménte: !~:extracción de -ADN, el 

paquete se leuco6itos se puede al~a~~'nar a : 70ºC. 
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· 4.2 EXTRACCION DEL ADN DE CELULAS BLANCAS 

Después de la séparación .. de leucocitos se procedió a la extracción de ADN de los 

leucocitos. Para ésto se·re~iizÓ la digestión de la membrana celular con Protelnasa K y 

SOS, para pq~terioríllente: extraer:· el ;ADN,;solubilizado con fenol-cloroformo y 

precipitación cori:etan~I (9J) .. S~Ue,vó a: cabo, bajo condicio~es estériles de la siguiente 

manera: :''.>.§i\:::fcr{i{''¿ ['.e::'(~·} /": · ' ' .·•. · 
1.- Los leucocitcis:se·re·susperídleron•enc3;ml::de buffer. RSB, utilizando un agitador 

vortex en un Íubo FaiCoi¡' de 50 mL: •\ ' '- :. · 

2.- Se agregaron 120 µI de SÜS al 25 o/. ~ cada Íulío y ~e'incubó a 55º C por 1 hora con 
•-• • v:• - e •."•. •• • - • -, • ,• _, -'. ' "•'- • • 

el objeto de romper la mem,brana .cel~l~r de los,leu2ocitcís y liberar el ADN. 

3.- Después de estaprimeradi¡)éstión'~e~agrEÍg~fo~;40H1Jde Proielmisa K .. (10 ,mg/ml) 

y se Incubaron.a 55 ºC dÍír¡~te;2 hor~'sjp~~Ínc~~~r.1~ ~Í<cl~-~~1-Ómln a37~c), . 

:- ~~:::1c~ó: :s1st~eJd~r:~'ti9i!!i~ii~f ~J1t~1;;{1utE~~~~~1:~{j~_f ·,;_;,.~r;s:g~ló .. con 

5.- Una vez que se. llberÓ .. el ADN,:~eu;vó;~· ~~~~ l~·;~~Í~~éd1ón ~~n fen~I- cloroformo. 
- . _-;: :: _. __ ,\· ·:_· __ /-.~;:,~· .J_·-.:'.~:J;+~··->-'·,-,-::;::,--)··-.i.: '.-1 ,¿:':.>;i~ -\ :--'.'·,_:_-,'_:_F.~!/>'._::: .. :: .::· :· ,..__ : 

Para lo cual se;a~regó a c~da ·una deJas.' muestras 2 mi de fe~ol neutrall~ado. (pH. de 

¡~[~~~§llf ilt~iiílii~ii.ii~ 
8.- Se separó de nuevo la' fase' acÚosa '(apro~.S ;;,1)' Ysª prÓceéliÓ a precipitar el ADN con 

:~~::~;~:~TI~;~~~~t~~~~~ti~ft~~~J;;;:~:,~·:,,, 
del tubo, que se resuspené!ió en ~so Mcte'buffer;TE foh;::¡iH a:o;:/ ,, ',,e¡,'··'.' 

11.- Flnri1m~nte,~~'pr6bédlóa ¡~: c~ra~terl~a~IÓn} 'c.úri~UflcaclÓn d~I ADN ·. riiadlante 
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espectrofotometría de luz UV a una longitud de onda de 260/280 nm. 

12. El ADN resuspendido en buffer TE 10/1 se almacenó a -20ºC hasta su utilización. 

5. AMPLIFICACION DEL GEN APC POR PCR 

5.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LOGRAR 

UNA ADECUADA AMPLIFICACION DEL GEN APC. 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha evolucionado de manera 

considerable desde su introducción, favoreciendo el aumento en la especificiad y 

sensibilidad de la reacción, asl como su eficiencia y capacidad para amplificar segmentos 

de mayor tamaño. Además,· cada vez se incrementa aún más la versatilidad de 

aplicaciones a nivel de diagnóstico y de investigación. Esto se ha logrado a través del 

control de parámetros crltid6s''como tiempo, témperatura y números de ciclos de 

amplificación. A .··su vez,:- la .. ··• estand~rimlóii ;de' concentraciones de reactivos 

(ollgonucleótidos, ion Mg+~;tAoN blán'co Y dNTP;) pérriiité la disminución de dímeros de 
' ·"'·- .. ,,.,. ·.:..: ··'· '··- - ' .- . 

oligonucleótidos y ·coíit~ibuyé'tambiérj a\1a:d1smin'uclóndel Indice de Incorporación 

errónea, aumentando por conséé\.ierida su fÍdelidad:> ; ,' 

En este trabajo, dti~a~ie I~ ~;i~e~a et~~a ~~ proce~;~ a ~e~lizar ia· estaridadzaé:ión 

de todos Jos factores:q~é ·párÍié:ipan 'eri1•él¡Jrocesdtde"amplifi~~61ón''como. son: 

concentración de' Mgc1.;'ollgon
1

úcieótid~s/dNTP;; A6N Tácí pólf me~as~ y el,~olde de 

ADN, asi como el vol~men fin~I d¿f~~c~lón, nÚ~~;ode ci~l~~'ytefri~eratur~~. p~ra ~ada 
uno de Jos diferentes ~egíllént6~ á'a~.plifica~'.>'.<,' .• '\ · :;: r;;,·; · ·· . · • .. 

''.: <.;: .. ·: 
!(:··; 

Se manejaron variáciones eh '~'cincentráciÓn de estos factci~es con el propósito de 

definir la conc~ntración,ccin la; queiográ. u~a iriiplificáclón .eficient~ y con ''un 'bajo 

porcentaje de prociüé:tb~ l¡,especiricos. · 
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Se realizó un análisis· muy nilnucio~o de la participación .y efecto de estos factores, 

en el proceso de amplific~ciÓn de. ADN.' Adern.á~, ~~tornaron en cuenta datos reportados 

por otros investigaciones para amplificar el.ge~; y asi aefink el rango de variación en 
.. : -;.';·.'; >,:f/:.:<·.O:':'..-' ,:-;., .. ,,_\>:··-~:,::/··',_.,;:.-.::y·;_.- ; .. 

cada .uno de ellos. Ent~nces ·~e fue vari~ndo. uno a uno para ver su efecto en la 

amplificación .hasta Ueg~~ fJ~~lníerÍte ala ~bt~rÍ~iÓrí' de' Ü~Elb~en~·~mpllflcaclón de los 

productos . Una de~crip;;iÓrtm~s d~f'alÍ~da.~e.'~h'éxa' ~g;; lo~ re~ulÍados de los mismos. 
\::,, 

>) .. ';.:· ~~~><;:~'e -,·,)¡· :· ', ·;i'. ~;;'.~;~;. :•>. '~·· ! 
;.,«. ::.-~~- -~'.:y, ;···:- ---~,i; •' . ,._ '-·'. ·.' 
~:). "··"r-~.'·~\:;-.·'···· - :·-,:;.~.,"_>~.< ~ ;.·".':.::,; 

5.2 AMPLIFICACr0N .·DÉLGEN_.APC A P~RTIR DE ADN DE LOS PACIENTES. 
},:.-~f:c'.f,:~- ., .. ·- ,.~ · <;;.,-::y~:.,,··.:~ 

~ .. :~/:".· / 

En una segudcl~_:9¡~~~,'/~~~fop~~;~e ci7t111ir ,los ~omponeri\es_ de la mezcla de 

reacción, númerode ciclos y ternperat~ias;se procedió a llevara cabo la amplificación 
del ADN d~ los t~i:¡~;t~'~?( ·;·1 ~ ,,;'. i · / ' •< · .. 

La regióri C:o'ci1¡i¿ant~ 0 ~o~'plEJi~ del 'gen APS ;e dividió en )i . segmentos que se 

tornaron de la bibliográfla (6Í) y.cada segmento se amplificó por separado. Asl el gen 
·;!:-,:-:t.-.:.' ____ ¿·;:·-:.-·:, _:~r--g/, . .-:-:~-- ;,: .: .. -.:··~·:.::.·-~--:'.if": <~.,~ . ,. .. 

APC correspondiente a cada uno de.los padenles captados y de los controles normales 
- . -'- ~- -. ' . .":·· _:. " .,,, - :·:.'-: f :< .. ·-.: . _- ' .. . :"": . '7:- ·.: .. ·. ,- . 

se amplificó in vitro para posteriormente analizarlo mediante SSCP. 

1. Después dep~te~er el ADNg~nóÍ]ll~o de!a~ rn'uestras de sangre y determinar su 

concentra.ción,J~e»a]llstÓ a;unt'i·ca·~ce~t~aciÓ~de.100 ng/µI con agua destilada y 

desionlzad'a.esié~ir'(ADD}:D~la ~l¡ma.;;,ari·era,se ajustaron las concentraciones de 

cada uno de 16~ ;nÍdad~r~~·~.u~a6·o~c.~~tia6ión d~ 10fLM. 

2. Mo~taJe cielil' Á'e'á~·~1ór1'cie'am'p1ificación:'· • 
Se prepar6·'1a'nieiCI~ i:Je':re'acción para cada una d~ las muestras eri.un volumen 

total de so µL'corr1a sigue: · 
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Reactivo 

Buffer PCR 
Tris HCI pH 8.3. 
KCI . . 
MgCl2 

Gelatina· 

dATP 

dGTP 

dTTP 

dCTP 

[a32P]dCTP 

Iniciador 1 

Iniciador 2' 

Taq. polimerasa 

ADN 

ADD 

• Conc.stock 

·10'x .··· 
1ooníM 
500mM:•,. 
15rnM 

0~1 .% 
'~ . ; . : ' ;·.'; ·~' : . •, 

., 1mM 

1 rnM 

1 mM· 

1mM' 

Adicionar 

. S.OÍiL:. 

s',s µl.',;. • .. 

Con. final 

ix 
10.0 mM 
50.0 mM 
2.0 mM 

0 .. 01•% 

?q µM 

l·. ~' . 

'. 3.d'µL/ ''i\'" 7{) !LM 
·•!\~ ;"~·"'.",· :">~:.;: . '!;'·.'-: ' ··'·; . : 

·. 2mM(370MBqlrri,L),0:5. µL,' ,;, .. , h?:qf!M 

· < 1 o\iM •.. ·· ·· • · 2.5 jiL o.5J1M 

" · 1o\~M~ · .. :. :Ji}~c : " :ci.'¿ ·µ1v1 
· :«Ii:: 

i 1 ,U/µL 

d.1µglµL . 

;1-251il: ', ·· 1.25 u 

. 5.0 11L: 

16.5 µL. 

500 ng 

VOLUMEN TOTAL so.o µL 
' ' 

Para disminuir errores .de'pipeteo ·y dilución ~e recomienda preparar üna mezcla 

maestra del total de los re~btivos:· excepto p6r fél adición deiADN y)a enzima, y esta 

3. Posteriormente cada Úna. d~ la~ me~cÍ~~ d~:;e~c~iÓn bé)n; Url ~olumen' de :so jil se 
cubrieron con 50 jil de ~ceit~ ~i~ei~1 estérnp~;a prev~nirev~~o'r~ciÓ~ d~rante los ciclos . 

repetidos de eniríarn1entri y éEÍ1~ntarri10~tá: se ¡~p~r~~ iJeriectarnente bien y se ~ci1~c~ron 
en el aparato ter~ocicl~dÓr;· · \, 
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4. Una vez en el termociclador, se programaron el número de ciclos y temperaturas y 

los tubos con 1.as mezclas de reacción se amplificaron bajo las siguientes condiciones: 

1 ciclo : Des~át~~allzación eéc por 5.mln. 
:~ , .. :::'<{'i1,;·-,,1'·.': '.._.'.-.!;".--::;,:·· .-.:.-·--~~<-: ·.·'· · ... 

35 ciclos · : Desnatlli~nz~~iCÍn ··•·· 94~c por 1 mln. 

Alineami~rit6 55º ±3,por 1 min . 
.,, . ·' . ~ '. ; ; ¿'; .. '!,•f.· ., '.•.: ; ~··: '. 

Extensión· · 72a,c por 1 min. 
i,;:. ~-;:' ;, . ";·· . :e:._: ; .... · .. ·- -. ;,,_,": :: ·, ·:. 

1 ciclo : Exte~~iCÍri< . 72~C por 10 mln. 
I~- ::. . .,- ~-.} : : 

s. Alterminar los ciclos de' temperatura 1,C>s tubos se retiraron del termociclador y se 

colocaron in'illediatarñe~té.'.~ri;füe1b~. q~spués ·~e pro~~diCÍ al análisis de los productos 

ampUflcadospcirss,cp ,'en algÜ1oica~o~ los Íubos corí el ADN a~pliflcado se guardaron 
a -20°6 p~·ra a~~li~arl6~µ'6~t~r'í~~~:~Í~.? ' ·· '· , ' :, · ·.·.· . · ·. 

6. Para verificar la~¡¡¿i~7i~i~:d~
0

la ~rn~1Ír16aciól1Y Íá ca11Udád de producto que se obtuvo 

;;:ªc~:,;:~:fi~a~ó;~s~~·;t'.í~~¡~:·~.:~~t1ft5~~~~.'d~ agárci.sá al .1.5% en buffer 

.. -;.- ··; ... - :_:-;;~/~.:'. '· ~ -<~:.:: . ....-.~~-~ .. :?~ .:'.:·-<~:< 

.. -~_·'_'_:¡: r-~:- .. ; .. _<>:_~:,._ ... "~:;"<-.<;- .,,, 
'1"·· ,-,·.·: 

6.1 EstandárizacíCÍri cf~ 
0

l~s parámefrbs 'críticos del anállsfs SSCP 

Igual q~e ~~ra~(pc~'.·~~;esta ~tapá se efectuó primero la estandarización de 

los parámetros ~rmd;~ J~JJ~t~:~i~~,~~ ~~·el análisis de SSCP. Hay varios factores 

críticos qué deben cohs,ii:ferár~e'para lievar a cabo una detección eficiente de mutaciones 

por este métod~ . ..\19~r;~~''ci~:~11~~,q~e~e deben considerar durante 1a e1ectrofores1s son: 

concentracló~ de~~ch1~fi'.ííci~/~r~se~6ii de aditivos estabilizadores, componentes del 

buffer de corrida; iempeÍ~iUra, tiempo de corrida y voltaje aplicado. En este trabajo todos 

estos parámetro~ se rndciiíic~f~n'cie ~~oen un~ a la vez, hasta llegar fin~l~ente a definir 

los valores para cada u~~ d!Íbs'p~rám~tros. 
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De la misma manera ·se procedió a Variar tOdos estos parámetros hasta lograr una 

adecuada separación y definición de las hebras de ADN ampliÍicadas, y llevar a cabo 

finalmente el análisis ssc:;p ::.; : ' " : ~-" ' ., " .. ·• ':·•i . 
Á' . -

Las variaciones y coriibl11¡¡ci6n~s en:e~tós·p~rá~~fros.s~ ryiuestran en las tablas 

siguientes (1 y 2): · .,"' ·.: : .. :~, : :::;; · · · 

:~-~·:o:;\_~.;. '-~=-· . \.· ·-', . 
·' .. · :., :\ :~: ·i·r'·~< :.-:-~:: .,~'-:; --~·.:~:'.:.. "-i· "··· ;_:::.¡;"_· _:q.:< :- -. , · ··,·< .. ·- · .• : 

Tabla 1. Resumen de las váriaciones:en':los' parár:netros.criticos para el 
, • . '··~: _;.: r.·::_;; ..... '--:·/·' __ ,;,-.-:_;:,f·:t,:·:-~--.:--"- ~-.,.,.·':-·•· 

establecimleÍito~del ariiilisís SSCP.i:):: }'.';. 
"' - ·,Y::·::.:,·;,,-.::{~<·. :::/. '~t·i·· / .. ·, (~-'.- ~;____, 

·.-' .·\_;:.;~,:~-~>~/:~·;.\: ·¡::-~·:·· .r;::;_~·:-~:.:_~.;_; .. -- ,.::(· f~'.,,: 
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Tabla 2. Principales variaciones y combinaciones para el análisis SSCP del gen 

APC. 

No. Conc Acril BufferTBE Glicerol Temp Voltaje Tiempo 

5% 0.5 X 0% 4'C 100 V 12 h 

2 5 % 1.0 X 10 % 4'C 100 V 12-16h 

3 5 % 1.0 X 0% TA 100 V 12 h 

4 5 % 1.0 X 10% TA 100 V 12-16h 

h 5 •.. s.:vo. 1.0 X 0%. 4'.C 110 V 12-16h 

110 V 12-16h 

110 V 12-24 

1.10 V 12-24h 

'110 V 12-24h 

. 110 V 12-24h 

11 .•·• 6 % 110 V 12-24h 

12 . 6 % 1.0 X . . .. : 10 %· '.'.Tk'~· •· 110 V 12·24h 

13 . 6% 1.5 X ; 110 V 12·24h 

14 6 % 1.0 X 110 V 12-24h 
TA: Temperatura ambiente ,,,·,· 

---·· ., ... 

Las condiciones óptimas para elanálisis ~SCP,.fkml~~ son la~'que se describen a 

continuación para el análisis de Jos pacientes. 
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6.2 ANALISIS DE MUTACIONES DEL GEN APC POR SSCP A PARTIR DE ADN 

DE LOS PACIENTES 

Después de verificar mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% , que la 

amplirlcaclón de los segmentos de ADN de los pacientes fue eficiente, se procedió a 

analizarlos por SSCP. Para ello se diluyó una allcuola de cada uno de los productos 

amplificados y se sometió a electroforesis ell. gel de poUacrllamlda neutro al 6%, con la 

finalidad de lograr una separacióri ~e las:cf?s ¿adenas, y además determinar la 

conformación y comportamiento el~ctrofÓrét16'6 d~-~adau.na de ~nas . .- -· · · 

1. El gel neutro de poUacrilaniida sE! p;~p~~ó ún'~ ~~iicent~ac1ón'd~_6% de acrilamlda 

~ol~~e;:ª~;?1r:pii~~~~tw~\!~:~~;~:~~r~if r:,~~~;¡¡~~~r1;ªe::6~:nc~:c,:~ 
BRL~2) y se. precorrió1: con'buffer.:TBEO:(pH >7.5) por:J h. a ~50 •volts sin añadir las 

muestras. El p~~?:anÍ~'.io{~ef~~!i~~~oA·:~1 pr~pó~it~-~~:~iim1~~'í-jrríp~rezas presentes 

en el gel .y homÓgenizar.la rnátriz de C::orrida.'}i -~. . ,;'.' ; . '_i 

2. Los' prodúclÓs~iiIT;piifÍcaéJÓs se· cÍiluyero11 de ·¡a ;lgulentE! 'manera:·-.·· dilución de una 

allcuota d'e la mu~~tr~ 1 ~1 Cl i i :20 co~ ~a'1~6iói,~~e~n~t~~~liz~rit~ Cformamida 95%, EDTA 

¡ª~¡:~~f !lf !~1iit~litf ll!lii5~;; 
4. Después de la desnaturii'iiza~Íóri y ¡¡nfriarííiento;·d~ las·'}l~estr~s dilufdas, éstas.se 

colocaron en cada uno-de.los ca~riles dél gel;'se~apllcó un;vona]e'de; 110 volts y se 

procedió a la corrida_d~ l~s nítéstras ;~Ór ú~ tÍeinpo:,qu~;variÓ d~sde 16 . 24 h 

dependiendo del ta~añodelproductci:i:sté pro?eciillÍ1E!~Íó s~i1e,vó~_6ail6 a temperatura 

ambiente (24º, 28~C),:·.: 
.. '~· 

Las caracterfstlc~s del gel y condiclories de corrida_Íuerori las sig~ientes: 
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Gel de poliacrilamida 6% 

90 mM Tris-bora.to (pH 7.5) 

2 mM EDTA 

10 %·Glicerol' 

Temperatura· ámblente 

Voltaje: 11 O VolÍ~ . 

Tlerllpo: 16- 24 .h 

5. Al finalizar la corrida ele.clroforética se desmontó el gel cuidadosamente con papel filtro 

Whatman 3 MM y se cubrlócon·papelcelÓfan; Desués .el gel se colocó en un secador 

de geles a.ao•c por.dDs hÓr~s. 
6. Después de las dos horas d~ secado, se acomodó el gei:seco en un cassette de 

exposición' se colocó e~;inia unapelicula para radlogr~ff~ y ~~pr~~edfó a su exposición. 

El tiempo de exposición varió de acuerdo.a la;acÍivldad
0

:del dCTP-32P presente en el 

momento del análisis (desde 24 - 72 h). 

7. Al finalizar el tiempo de exposición se reveló .la película y se procedió al análisis de 

resultados. 

. '.· ··:>:·"·.:.'-'><·,.;:::.',º:·: .. '..'. '.::. ·:. ' . ·. . 
1. Antes de iniciar la preparación d.el gel, se .debe preparar toda el equipo necesario para 

llevar a cabo la electroforesis, Sin ~xcep°:ló~ tocfoel n:mt~~íai debe estar completamente 

limpio y libre de gr~sa; También d~ben'.pr~~ar~'í~e las pÍacas. de vidrio con los 

espaciadores correspondienté; d~p~~dÍen°d¿ déigrosor d~I gel y sellarse muy bien. · . ' ., .. ·. :·.. . .. · ..... 
2. De acuerdÓ al tama~o. de lás. placas ,que se viul a utilizar, Y. el grosor· de los 

espaciadores, se caicuJa.eJ.~olum~n:d~ sriJución deacriÍamida que se.req~iere para 

preparar el gel a uri;•concerifraciÓn de 6%. ~ ·•.• 
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Para un volúmen de 100 mi las concentraciones que se requieren son: 

Reactivos 

Acrllamida 30% 

H20destilada 

Buffer TBE 1 OX 

Persulfato de NH, 10% 

Glicerol 

Volúmen. total 

mL de reactivos· 

19.92 

59.38 . 

.::.10.0 

.0.7. 

·10.0 

. ·'. ,, 

3. La solución de ácrilamldá ~~ ~r~~~ríi.en ~¡, ITiati-az · kitas8to conect.ado a:. vacfo, ya 

que se debe: eliminar el. ~Í;e ~ont~f1idÓ '.en la. s~lucÍón. : La elirnl~ación •de·. aire de la 

solución de. acril~midainÓ'e~;e~e~clal/:pe~o;reduce·la:posibilld~d déqüé se formen 

:s~::5~!~l~~t:~,~il:~G§Í~~·:~}i~~~:~t{~,f /;, ~0• 
5. La sóiuclón.seciárg~~d~nÍrci:~. u~á jerin¿~~de 20 ml y~se iñvie~e 'par~·~limlnar todo 

el aire que púeda c~nt~n"ef. se.:l~t;bcl~c~11a a~-uia~de,la jering~ d~·nird'c!el e~paclo entre 

~J ?f~~~f.tll~~~l~f~ltifff f ~g~ 
6. lnmedlat~m~~¡e· s~ l~s-erÍ¡e¡ pei~~. cb~ .~J~J,~'éuicÍaéfti de no i~troducir burbujas de 

aire ··que pudi.er~~.·tj~~dilr~\rap;d~~ ci~6~1~·d~ :,~~ 'di~nie's'Jt~'~'~rt~;superlor. de. los 

~;:::~ :~n~::.s~tliff r&::f ::]tt~t¿~f f~{~f~[~::f:~~tli~d,;l~t~~i::ª~~ ~,:'~:rse~ 
molde de ~el c~rnpletarne~te'. . . i <.: <<: . . . . 
7. Una vez que pdllmeriza: 1~ a~rilarnlcl~, se remueve cuidadosamente él peine e 

inmediatamente se enjuagan las parecles
1
con el mismo buffer de corrida. Es' esencial 

. . . ' . 
lavar las paredes de los pozos tan rápidamente como sea posible después dei'remover 

el peine, ya que de otra manera pequeñas cantidades de solución de acrllamlda 
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atrapadas por· el peine polimerizarán ·en las paredes, y esto producirá superficies 

irregulares que darán bandas dlstor~ioriadas de' ADNi 

B. Se monla _131 gel en eftanque de el~btr~foreisis y se fija con pinzas. Se llena el 

reservorio del t~nq~~ a~:e1eétr~foresis con 661ú~iÓn TBE.1 X Crris·HCI 1 M, ácido bórico 

1M y EDTÁo:srriM'~¡./~:o):,Ti~6iéri''e5ifiiJ'cirta~íe us~r la misma solución buffer en el 
' . . . - ,·~ . • l. - -

reseirvoriofen la prepai~ciÓn del gel;ya qúe'pequeñas diferencias en la fuerza iónica 

o pH produce~ frent~s cifb'Jiié~~~\/~Eeci~~ ctÍst~rsionar la migración de DNA. 

:u:~:ª;!~lb::~;~t~l~~1r:1~frf 1~K~~~fü~~~u~::0;u::11r~:'·c:~~:r::~c~~:~~;ec:i: 
se conectan ios'. ~le~ir~db~ a I~ 'i~e~t~ de '¡;~der (~I electrodo positivo debe conectarse 

' ·-· '; ., .. ,•- . .-,--, ... /.. -·'. ·-·-· 

en el fÓndo delr~~ervorici) y seáplicá el voltáje Indicado. 

10. Se corre.el gel hasta que los colorantes migren a Ja distancia deseada. Al terminar 

se apaga la fuent.e de poder y se desmonta el gel del reservorio para proceder a secarlo. 

7. EVALUACION DEL METODO UTILIZANDO COMO CONTROL OTRO GEN CON 

MUTACION CONOCIDA: GEN DE FIBROSJS QUISTICA 

Para comprobar la eficiencia del análisis de mutaciones mediante PCR-SSCP que 

se realizó en el presente trabajo, se procedió a efectuar el mismo análisis mutaclonal 

para otro gen. El gen de elección fue el gen relacionado con la fibrosls qufstlca. Se llevó 

a cabo Ja amplificación por PCR de este gen, para lo cual se consldera~on l;,s factores 

anterlorment.e analizados .. Enéste ~aso se ~tillzÓ ADN de ~ri-s'uf~to'~i qÚe;p;e;~laÍTient~ 
se le determinó la pr~senda 'cie 'una muÍaclón p~nt~al(Gs42~) ~~ ~f exÓri 11. Se 

- 1 ,. • ••• -·. \' •• ' •• ",'' '"• .. , '·· -

utilizaron Jos Iniciadores F y ,R proporcionados gentilmente Forfa Dra. Loréna Orozco · 

(Instituto . Naclon~I: ae' Pédiat~iá) ·y el fra~;;",9~;º ~~~ · ~€l'. ~miinii~ó '~~rr~spÓridló a un 
• j • '-·. •• ··- • • ~ ". '. - •• '·' - - ' • • •• - •• _ •• •• -'. • • • -" - • ---·· • • ·--·. 

tamaño de425 pb Joi:alifa'do ~n el exÓl"l 11;-< - "' -- -ce. - . "'-

Se toma;on ~·~ c~'erita iodos roscrit~rios-anteriorfue~te de'scrft~s;~~ra~~tabl~cer l~s 
parámetros y condiciones crltÍ~as para 'elpro·c-~so 'cié ¡¡-~~lifiaciÓnéreJ gen J~ fibrosls 

quistica medianie PCR. De igual m~nera; también 'se consideraron los p~rám~tros y 
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condiciones reportados en blbliografia para lievar a cabo posteriormente el análisis de 

Jos productos de amplificación mediante Análisis de Polimorfismo Conformacional de 

Hebra Senciila (93-95}. 

Para el análisis SSCP del gen de la fibrosis qLÍistlca se procedió a variar cada uno 

de los parámetros criticas ya descritos. Entre las principales modificaciones estan las 

siguientes (Tabla 3). 

No. Acrilamida bufferTBE Tiempo 

6% 12-24h 

2 _6% . 12-24h 

3 8% 12-24h 

.. .JSO.-' 12-24h 

. .150: 12-24h 

:'.'·' 150' 12-24h 

Tabla 3. Prin~:i~~¡~~ ~~tí~~ib~~sy coínblnacÍones·a~paráme;r~s crtucOs para el análisis 

de SSCP ~~(~~~i:'1J.d:f.. ~i~: _d~'if flbr~s :~~istiF:a{ : , H[ >C ', 
.';;·':f .. ,,:e;· .·:.·~'-' ~~-~-·;:: · :·;·-.·i'.< .. ::>, · ···-:,', :: , 

Todo este conjunto ~e ~xperiimú1tos ~ara tr~tarde definidas mejores condiciones con 

las que s-e · l~g;k -~bÍen~~·¿n~· ~~~ó~ ~fici~ncia, e~ I~ 're~oÍu~ión: de las hebras ·de ADN 

nos co~firma i:~~~·I~ m6~ilid~d el~ ¡'~; ~¿lé~~las' ~~ h:~b¡a ~~~cilla de ADN pueden ser 

afectadas ~ar ~~~i~cion~i ~~·¡a; ~o~dicl~n~~'.~le~tÍ~f~rétÍcas y por Jo tanto es posible 

tomar venta)~'ci~ ~fl~s ~~~~ ~~ie~i~r ~uia~Ío~~s·e-n g~ne~ diferentes. . . . ' .. ·.. . "····: ',:'/. ;· ., ·. '- . ' - .. , .,.. . " 
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8. LISTA DEL PRINCIPAL EQUIPO Y MATERIAL UTILIZADO 

1. Cámara fotográfica de revelado instantáneo Marca Polarold 

2. Película fotográfica para revelado instantáneo 

3. Cámara horizontal para electroforesis marca BRL 

4. Cámara vertical para electroforesis marca BRL 

5. Chasis para autorradlografía 

6. Película para autorradiograffa marca Kodak 

7. Congeladores de -20 y -70ºC Marca Reveo 

8. Contador de centelleo modelo C2425 Packard Tri,Carb 

g, Escudo protector de radiactividád 

10. Espectrofotómetro marca Beckman:Mod. DU-655 

11. Hom o de secado 

12. Fuente de poder 

13. Microcentrffuga marca Eppendorff 

14. Moldes y peines para la preparación del gel 

15. Papel Whatman 3MM 

16. Microplpetas automáticas de volumen ajustable 

17. Puntillas para mlcropipetas 

18.Tubos Eppendorff de 0.5 y 1.5 ml 

19.Tubos Falcan de 15 y 50 ml 

20. Centrifuga clínica T J-6 con unidad de .refrigeración Beckman 

21. Centrífuga refrigerada modelo J2-21 Beckman 

22. Baño María con agitación Lab ~ine 

23. Transifumlnador Mod 2011 Macrovue LKB 

24. Termocícfador automático. 
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9. PREPARACION DE REACTIVOS 

REACTIVOS PARA SEPARACION DE LEUCOCITOS y EXTRACCION DE ADN 

1. Buffer AKC: 

Disolver 8.31 g de NH4CI (0.155 M) y 1.38 g de K2 co, (0.01 M) en 800 ml de ADD 

Aforar a 1 L y esterilizar. 

2. Buffer PBS 

Solución de mezcla de fosfatos ; . 
' " 

Preparar una solución de Na2HP0/1 M: 141.9B gen 1L de ADD. 

Preparar una solución de NaH2P04<1 M: 137.99 g én 1L'de ADD. 

Mezclar ambas soluclon~s h~sta bbtener un pH 7.4; E~terilizar. 
• -· '-c;'.l_>' • "'., : • .• -• ··. • • ' • 

Solución salina 0.9% Naé::L':~: .. :. ·.> · 
Disolver 8.1 g d~ N~c1·~~9b;1T1·l.·de ADD 

.!• ... ··- "'•'; ,'•, .. , -·· ... - . 

Combinar una párte de la rnezcla de 'Fosfatos '.11ªs 9 partes de NaCI 0.9% 

3. Acido elilen dian\i~c) teir~~éti~~C(EDTA):soo mM 'pHB.o . 

Disolver. rn6.1 g de N~A~-r~:·~n apó:;:;;L d~ ª~~ª d~sibnizada y destilada estéril. 

Ajustar el pH a 8.oY.,aforar a J L.· Esterilizar en autoclave:'.. · 

4. Bromuro de~tl~;o o.~~;;~~";;, ¿E .. ~ ··· 
•' . ' ~.. . . 't. 

Disolver 50' mg de Bron,uro.,ci7 etidio e_n.80!f!L de agUa: Aforar a· 100 rnl y: almacenar 

a 4º e protegido d,e lá luz en J~ re~ipiénte'~scJro.> 
5. Fenal saturado: -}¡~'.~~ :·:.~.~ ::_., 1

• • • 

1) Para un volumen de fe~ol pÍevíafrieht;-fu~did.o ~fiadi?unvolumerí,de ~oiución 
amortiguadora de Tri~-~é1 ó'.i ~ pH a ~~ez~Íarhasla~u~ ~fpH de la iase 

fenólica sea mayor a 7:8:'. ,;:; {:' \i 
2) Dejar que se separe¡,: i~~-f~~~s y ~l·i~ina~ la}ase_acLJ,o~a'. . 

3) Repetir la misma operábic\ri'ii'e;o utili.zando ~~IÍmió,n ª".lortÍguadoraTrls ·HCI 
. ; ~;_·. 

0.1M pH 8. 

4) Eliminar la fase acuosailnaly á~adir,o.Ú,volumenes de una solución 0;1 M de 

Tris-HCI pH 8 con 0.2% d~ B-mer~;~t~~t~~ol. 
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6. Lauril Sulfato de Sodio (SOS) al 25% 

Disolver 250 g de SOS en 800 ml de agua destilada estéril y aforar a 1L 

7. Proteinasa K 10 mg/ml 

Disolver 100 mg de proteinasa K en 10 ml de'ag~a uit~ap~ra. DMdlr en allcuotas 

de 500 µL y almacenar a -20ºC. 

8. Buffer TBE 10X , > ''"! -; ,'e:, 

Disolver 108 g de Tris-base, 10 ~ ED~A; ~5' g Ac'. bórico en .1 L ele ADD 

Esterilizar en autoclave. :·,;· . , . 

9.Tris-HCI 1M 

Disolver 157.6 9 en 1000 ml efe ADD,~aj~~taí>e1pHa8. Esterilizar. 

10. Buffer TE 1/10X: '' , · - - .· 

Tris HCI 1M pH7 tomar de esta solución 1 ml .. ·, 

EDTA 0.5M pH8 tomar o'.2 mlde esta solución , 
'"· (·" 

Mezclar ambas soluciones y aforar.a 1 cio ml óón· ADD. Esterilizar 

REACTIVOS PARA AMPLIFICACION POR PCR 

1. Buffer PCR 10X: 

Reactivo 

Tris HCI 

KCI 

MgCl2 

ADD 

Vol.Total 

Stock 

1 M 

1 M 

1 M 

-' .... -;.~~~~~:: .. :~:::.)~~_;·~it. !~~ 
Cono. req. CcmcS1o~· 

Reacción 

10mM 

50mM 

1.5mM 

.100 mM ;· ·, .. 
· 500 mM 

1smrV!· 

v61.s;ockpa~a 
crin~.1ox . 

i,.;;t 
s ml 

10:0 mL 

Tris HCI 1M (pH e.3) . ' - ; , ..... _ . ' 
Disolver 15.75 g deTri~ HCI en 80 ml de DDW; ajustar el pH a 8.3 Y aforar a 

- . ·-·- ,. "'·.·-

100 ml con ADD. 

KCl1M , • . 
Disolver 7.455 g de KCL ~n 80 ml d~ ADDy aforar a 100 ml con ADD. 
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MgCl2 1 M 

Disolver 9.53 g de MgCl2 en 80 mL de ADD, aforar a 100 ml. 

Esterilizar todas las soluciones. 

2. Gelatina 0.1 % (10 X) 

100 mL: Disolver 0.1 g en 100 ml de ADD y esieriiizar 

10 ml: Disolver 0.01 gen 10 ml de ADD/~st~riiiza; 
3. Dilución de los dNTPs 

La dilución de los dNTPs (Perkln Elnier) s~éfecttia 'con agua.destilada 

dNTPs Conc stock Conc dNTPs ~ .<,~.'.c~ric ~eq.;: · Vol c/dNTP · 

inicial dil 1:10(ADD)' ,,AfixnPCR 

dATP 

dGTP 

dTTP 

dCTP 

10mM 

10mM 

10mM 

10 mM 

1 mM 

1 mM 

1mM 

'·': :; 7q Jl~' 
··.:. ;::.,. 7o:J.iM · 

>' 70!1M 
1 rnM<> ' 7011M. 

4. Preparación del templado de ADNi':\; <:1 
Ajustar la concentración de ADN de ~/u de la~' mJ~st~~s a Úha; éÜncentración de 0.1 

µg/µL (100 ng/µL) con agua destÜ~da:i~iéril.' : ' / 

5. Iniciadores: .. :,; ·:· J ~ ' \' 

Ajustar la concentración de c/u d~io~·lnlci~dores a 1 ~·µM p~ra ;6m~r2.!5 µL de c/u 

y llevarlos a 50 µLen la reacción est~rn'.J~r i ~bt~~~r Ú~a c~ncé~tr~ciÓn d~ 0.5 µM para 
'º'---·.·.· -,-.: ·-·.:- ,'·' -:> --·'·' .,:,-.-• . 

cada iniciador. ·. -.'. 
' ' 

6. Taq pollmerasa 1 U/µL ;-.:;.·_ 

Diluir 1 µL de Taq polimerasa (Perkln Eimer) sÚt¡1Lcc;n4 µLde agua destilada para 

obtener una concentración de la en~ima de i U/µL., 

43 



REACTIVOS PARA PREPARACION DEL GEL DE ACRILAMIDA 

1. Preparar stock de acrllamida al 30%: 

Acrilamida 29 g 

N,N'metilenbisacrilamida 1 g 

Agua destilada Hasta 100 mL 

Calentar la solución a 37º C hasta disolución total. 

Precaución: La acrilamida es una potente neurotoxina y se absorbe a través de la 

piel. Utilizar guantes y mascarilla al prepararla. Durante el_almacenamlento, la acrilamlda 

y blsacrrilamida lentamente se co~~ierté; eri
0

~cldb:a~rmc6 y ácid~ bisacfrilico. Esta 

reacción de desaminación es catalizacl~ por I~ IÜ; y á1~álf.0D~beve~Íflcarse que el pH de 
.. ·. ,.·,," .·, •-¡ . · .• : -· 

la solución de acrilamida sea de 7 .o_ o menos 'i guárdar,la solución en frascos oscuros 

a temperatura ambiente. Deben preparárs~ sol~ci6~:~~ ff~~cas regularmente. 

2. Buffer TBE 1 O X _:. < \ .~ 
Reactivos 

Tris-base 

Ac. Bórico 

EDTA 0.5M pH 8 

~~;t~d~~ '.~'.~~º~i~~~:/ -. _-8~~~~ Requerida 1 X 

55 g•- - -,•·ego mM';· 89 mM 

40 mL :;;r 2o ~·M< 2 mM 

Disolver los reactivos en 800 mL d~ ·agua d~stilada, ajustar el pH aproximadamente 

a 8.3 y aforar a 1 L. Esterilizar. 

3. Persulfato de amonio 10% 

Disolver 1 g de persulfato de amonio en 10 mL de agua desliiada_ 

La solución puede guardarse a 4º C por varias semanas. 
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IV RESULTADOS 

1. Extracción y Caracterización de ADN 

En la actualidad existe un gran número de procedimientos para la extracción y 

purificación de ADN, con los cuales se logran obtener fragmentos de ADN de diferentes 

tamaños y con diferentes grados de pureza. La elección del método depende también 

del tipo de análisis que se va a realizar posteriormente. En éste trabajo se realizó la 

extracción de ADN a partir de sangre periférica por un procedimiento simple y sencillo 

(91) en el que primero se separaron los leucocitos mediante lisis de eritrocitos con 

solución hipertónica AKC, posteriormente se realizó digestión con PK y SOS de los 

leucocitos aislados para flnalme.nte_ realizar la éxtracción con fenoi ciorofonno del ADN. 

Los resultados obtenidos ci~n é¿t~ proéecllmienÍo en general reflejaron la extracción 

de ADN con un buengrado depureza, eicuai secorislde¡ró a partir de la relación de 

absorbencias a 260 y 280 nrii: P~r~-¡~ _e¿tima~ió-n'cte la c6ncentración de ADN se realizó 

el cálculo a partiÍcle'ías 1icru;~~ 'cié'A ~6Ó riii{s:é'idníó é:~mo referencia que un valor 

de absorbencia'igual a .1,Üene i:ín ,v~lor de 5~ µg de J.1.DN. En i~ tabla 4 se muestran 

como· ejemplo.· ~1gi:íno~ ·'cié', los ,\/aio~es été ~bso~beiicl~ a 200 Y 26Ci' nm;- asl ·como la 

concentraciÓ~ fin~I dé ~DN dé cin~-6 frid1t1~iJo~ an~lizácloi:; ( .. . , . - . 

T~. • ~.,;,]~. :c..1C:; ,~~:.:~ :. i. , ..•. :~. M•""'oo. 
}•' . ._ ., "·"-' ,.,,_,. ··-''(;'·" '·'' .. ;::._\·; ,:,,,-,.· -, ~. 

No. 

2 AD~. gen't)ni 0:0369 0.0656 '· 1:7768'\' .. 1:64 '. 

3 p,oN9eríóm 0~0283 ·. 0.0556 2.0412+ :.·e: ;1,39 '~-
4 P,Dl,tgenom 0.0249 0.0510 2.0<J12f• .. : .. -, :1.275 

5 ADN genom 0.0226 0.0480 2.1204,(C :1.200 ' 
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A manera de control de calidi;id, además del gradode pureza, se evaluó la calidad 

del ADN con respecto al tamaño'de los fragmentos obtenidos. Para ello se llevo a cabo 

una eiectroforesis' en ge(cÍ~ agárosa a10:0 ·~k''i:lél IÍDN '¡\enómico. El resultado que se 

obtuvo .se obse~,",.~.n l~_Fig .. 6 q~e~ÜesÍraun~Jotografla de un gel de agarosa en el 

que se encue~t~~,i~ó.-~:a:ct¡¡ carcu A~.N de diÍ~~eiiÍ~s ~uest¡~s con un peso molecular alto 

y aspecto uniformei loe~~¡ nos l~dica 'que no se degradó durante la extracción. 

Fig. 6 Análisis de la baiidad del ADN genómico extraído por el método AKC. 
En cada carril se colocaron 2 µg de ADN, el cuál se corrió en gel de 
agarosa al 0.8% a 80 V y por un tiempo de 3 h. 

1 

123456, 

2. SINTESIS Y PURIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDOS 

2.1 Secuencia de ollgonucleótidos sintetizados para amplificar 16s di.ferentes 

exones el gen A P c. 
Los oligonucleótidos que se utillzarón para la amplilicación de losdiferentes exones 

del gen APC son los que reportó Miyoshi et al en 1992 (61) que .abarcan.toda la región 
_ ·-. . , . .:·. :' '· .. ,. : .. ·<.'-,'_. ··:·::~.,.., ':.-T\"1 

codifica~te contenida dentro de 15 axones (Fig 2). La región codifi~an1e_ se .. dividió en 31 

segmentos. Los primeros. 14 segmert~s ~cirresponderi a 14 · exones indivldliáles, por el 

. contrario corno la secuencia co~ificánt.e del últim6 exon es muy larga (6571 _ pb), éste se 

dividió en.1iié9í{íéhios ~~6rep~es;;s:.{ócio•·asto haée Un fotal de 62 oHgonucleótldos 
' ,; ... ' ·"-· ·-··- -···-. -. . -

sintetizad~~: ('fabla··s)i~:~:---= --.,_·:.- =----

. A 'continuación.·~~- ~uestl'a Jn~ lisia con los nombres ·de los oHgonucleótidos 

sintetizádos, su secué~ciay ioci~llzaéÍón <!ábia 5). 
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Tabla 5 SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA AMPLIFICACION EL GEN APC 

EXON OLIGO COOON SECUENCIA EXON OLIGO COOON SECUENCIA 

G31 1·45 ATGGMTTCTICITAMCTGCITAAGAG 15·3 E9·3 862·1022 MCTACCATCCl\GCMCAGA 
Gl8 ffiACMGAGGGMTACTGMT E9·4 TCTAGITCTCCATCATTATCAT 

G21 46·74 CCTGAATTCMGMATACAGMTCACGTC 15·'1 C23 998·t1'tl TCMTACCCAOCCGACCT 
022 ATOAAGCTIGTACTIGGl\TCTACACACC E9·0 OOCTTATCATCTICATAOTCA 

G29 74·141 ATGGMTTCCATIAAGMTATTITAGACTGCT 15·5 E9·5 1125·1284 GTMGCCAGTCITTGTGTC 
G28 TT~OCTTMCMTAAACTGGAGTACACA E9-B CAGCTGATGACMAGATGAT 

G27 14M77 ATGGMTTCC/\ACTGATGTMGTATTGCTC 15·8 E9·7 1260-1410 AGACTTATTGTGTAGAAGATAC 
G30 .A!~MGCTTIMTGGATTACCTAGGTACT E9-10 ATGGTICACTCTGMCGGA 

017 178·215 CAGGAATTClTTATTGGTTCTTATATGCT 15·7 E9·9 1389·1547 rcToTc'AGncACTTGATAG 
026 CTGMGCTTCCTAATAGCTCTTCGCTG C36 ·. , C~TTTG~TI~TfTAGGCTGC 

" G23 216-243; CMGGATCCTGAGCTTrTMGTGGTAG 15·9 E9·11 . ~~16-1~!3' .. . ~· ACAGMAGATGTGGMITMG 1 G20 CTGMGClTTTCTCAGMTMCTACCTA E9·12 .~ ITCTCCAGCAGCTMCTCAT 
.' .·,·.,,., .. '': : -_:,_:·- .':/;;.·,.,,~,-;, .... 4 .. 

Gl9 244·278 ACTGMTTCCTIGGGCTAAGMAGCCT 15·9 E9-13 1654·1826 · GCTACATCTCTMGTGATCT .. 
G24 _ATG~GCTI~IT~':iMCC~TCT!GCTI~ E9·14 ~ .. · CTJ~T_C~TTGMGTCCTIGG .. 

.~-:-_;"/, ( .. .. 
G5 279·311 :" CATGAÍ'GlTATCTGTATfrAcc" 15·10 e9.15 1~05~1965 ·,· .:: CTcAoACAACMAGATTCAM .. 
G4 CITAGCMAGTAGTCATGGC CS2 GAGMAAOCAMCTGGAGTA :::¡ 

. - •""'. y 
º' 312·438 GGATAnAMorcGrMTITTGT 15·11 E9·17 1935·2097 ·. -. AGTCÁ'rCc~GACATACCA 
G2 

2
• CATGCAC!ACGATGTACACT E9·22 :· . ,_. -~ '. ~~;~; -·crGMTCAGGGGATAGACC 

~ :.r: Gl3 439~4?0 CATCAITGCTCTICMATMCA 15·12 C35 2092·2246 : GArATACAoAaAcCAGATICA 
Gl4 CACCAGTM.TfGTCTATGTCA C3a ·· :.~.·ACAGGACTIOTACTIGAGOA :.,) 

470-516 ·. TAGATGAIToTcmTrccrcr 15·13 C37 2226·2396. - ·:: C:áÁoGCAooACMTOATIC xl 
G9 _,..,, 
010 TCATACCTGAGCTATCITMG eto '. ~ . : ·.· .. ; ·: ;. ; ~ .. : .:· GACTCACTICTIGGMTACTA 

~ '.-·;:>: 
12 G7 517·542 -, . GCTTGGCTTCMGlTGTCTI' 15·14 C39· 2372.2472 ·:.: CAGATGAGCCMCAGMCC :-=:e 

GB CAGAGT~~GACCCTGCCT _Ct2 ' • < ·:ocTGGTCTAGATGATOGAG ..;:i 
( "\; .. ,, :!Ql 

º" 543·SOI OCMCTl\OTAlOAffTTATOTATMA l!Hr. r,:11. rn · .2~?n 2nrn · :. mnAllllMICTOCT ICl\11 r 1 ...... 1 

GB ACATG.~N(TTCATATIATAGTACT · E9·16 :·1cc1mocooATAcnoa :U:Z1 
015 582·653 CMCTCTMTTAGATGACCCA 15·16 . E9·21 2592·2760 : ~ TGMCTCTAffiCAGGMCC 

G16 GAGAGTATGMTICTGTACTI E9·18 GTACGTTCCACTATAGMCT 
-_.;,-·:::·:· . .-,., G3S 653·751 CMTCATATTATGCCTITíGTC 15-17 E9·23 . 2745·2843 , TGTCCCTGTATCAGAGACT 

c22 GATGGCAAGCTTGAGCCAG E9·20 TGTCTATATAGCAGTTGTMTT 

,., E9·1 735·884 CGMGTACMGGATGCCMT 
E9-2 CAGTGGTGGAGATCTGCM 



2.2 Eficiencia de la síntesis química de ollgonucleótldos 

En el proceso de sintesis de ollgonucleótldos, cuando se presenta una baja 

eficiencia de acoplamiento, se Incrementa el porcentaje de Impurezas y se hace mas 

dificil la purificación del oligonucleótido. Como regla general una eficiencia de 

acoplamiento mayor de 98% (para escala de slntesls de 0.1 y 1.0 µmoles) se considera 

que se efectuó una sintesis exitosa. Durante la sintesls de los oligonucleótidos 

necesarios para la ampiificacfón del gen APC, se obtuvo de manera general un buen 

porcentaje de eficiencia alrededor de 98 % para la mayoria de ellos. Como ejemplo se 

muestra una hoja de reporte de sintesis de un oligonucleótido. 

Hoja de reporte de la sfntesis def off9onucfeótido C22 

AJltlrolo: Gene Auf!m61tr Sptdal lJGk: Z..OJ..1994 
Stqutnct: CZZ S111tlit.h: l'ri1rttr C1Z 
SJfllAt•il 1)pt : DNA. Seo/e : tU lrfit:ralftole 
Stqutnct l4ntlh : 19 Column: 1 
FU.o/ Ddrll]llllla11 : Ye• 

r., 
19 
IR 
17 
16 
IS 
14 
13 
12 

:.11'. 
ID 
'9· 

• 
7 

• 
S· 
4 

.. J 
2 
1 

Rtut lklrit Slort 

" A 
e 

D.46 
D.46 
D.46 
D.46 
D.46. 

'0.41: 
G \ 0.41 

-,~.: ·,;·:::·-::: ,-,., 
e 0.-11 

·~ !~ >:. ·; <:·'., :;: '.·:··.' .. -: .. _'' 
A a.so.',,:,,·. 
C O.SI 
G.. .:-'::·o.so 

" T• 
A 

" 

D.SD 
'·. 0.52: 

O.SI:'· 

D.S2 

J9 
73 
76 
79 
66 
76 
611 
/U 
114: 
82 

•611 
76 

· ·1s 

7R 
65. 

66 
. 79 

72 
62 
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3. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LOGRAR 

UNA ADECUADA AMPLIFICACION POR PCR 

Esto se logró a través del control de parámetros críticos. éomc)tierripo, terllperatura 

y números de ciclos de amplificación. Además, la estandarización d;fc:ci~~en'tra61ones de 

reactivos (ollgonucleótidos, Ión Mg, ADN y dNTPs) permite la dlsmiriifclCÍ~·d~'ct'rrñeros de 

ollgonucleótldos y -contribuye también· a la dismlnüción'del Índii:~ d~~·in~~Íporaclón 
errónea, aumentando p~r consecuencia la fidelidad ~e 1a'ampllflc~ci~n'! . · . ·· · · 

Al iniciar la estandarización de PCR fue nécesarlo va;l~r c~i:r~J~6de 16s'parámetros 

antes mencionados hasta obtener condiclo~es o~tim~~~~;~-iai~~o'd{ó~·; ('~~ p~rámetros 
que fueron estandarizados se describen a C:ontiriuaciÓn; ·::<:; ,;,;:;;·. e;(:'(':,º;{ .... : · 

1\·:'.;.;. ' .:· .... :~ ~ :~~~~~{:·~'.~·t.;_~;·,·. ~::/:{ ·. 

3.1 Efecto de la variación en la concentración de 3Mgd;r~~Ía~~.~liit~ff°~·' 
calidad del producto amplificado. · ' ·,: ; .. ,::.'·· --- '"'' · -

La concentración del ión Mg" juega un papel ,;,~y lmp~rÍ~~tepara asegurar la 

especificidad, reproducibilidad y cantidad de. pmduct6',qü~:i~6"b!iJ~~·~; PcFi: Por lo 

tanto, es importante definir 1a cantidad adec~ad~ d~ M9Cí,;~~~ ci~b·~riulirí~a;se, además 

de aseg~rar que en cada ensayo de amp/ifiéació~''~~,~~i6i~~';·¡~"·~·i~'riia'·;;~~tldad para 

asi obtener una mayor reproducibilidad en los r~s~lt~d6d! l~~ 2o~~eníi~clones muy altas 
; . : ..... , ... '· ".. . ... ·. '. ~:.· 

conducen a una baja especificidad, mlentr~~ qúE! lascon7entmclones mlnimás necesarias 

disminuyen el Indice .de inc~rp~r~~19,ñ.~s ejróll.~~i;;,cre'5u'c1~~.ii~9~. por lo que se 

recomienda optimizar laGo-ncentr~~ión d~ MgCl;~n ;;ida 'read~ÍÓn.' Para· ~na reacción 

estándar se reccimie_~da : ~tUi~h ú~~ { ~?~c~iira~i~~>~'.~~H~l~;t?·~;/ ~'.5 mM. ·Si se 

disminuye demasi?do la ccinc~ntraci~n ~el iór .. Mg~/.1~, ~ctl~idad,g,e la enzima decae al 

grado de que algunas 'ved~s I~ ~mpl~fic~ció~ ~~¡ja~a:s~y,núl~. C.:\ -.•·• . · _ 
Para el establ~~irnlento de ii'~o~céntracló;ad~6u~da d~ Mg612 se.reallzó unacurva 

de concentración ci~ Mg; ~;;-Ía C:~áj·¡¡·llé~arÓÁ a ~a~6 ~mpfill~áCia"nes de Jn se~mento 
de ADN utilizando diferentes concentraciones de MgCI~ (Ta~lá 6) ' 
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Tabla 6. Efect.º. de la concentración ~e MgCl2 en la cantid¡¡d de producto 
arnphhcado y la presen~ia d~ productos inéspeciflcos. .· 

Concentración de 

MgCl2 .. 

Cantidad, de producto i• 

· 0.5 rnM/. ·· 

.. . .. ·· . . .,. . .'.•:· .. , , .. , .. _ ..... _, ... _l'~k~~::~~;;: .. ¡'.:i: ....... ··,: '_. 
La .concen.tración~~e IVl9Gl2 con1a•cuá1·.~e ob.tuvo i.ma may~r~anlidad del producto 

~~::!k~fi~;J~l~&?!t~t~f ~;~~~~~i~~€±'::~~ 
Flg. 1. ~;ec:::~:7;ii ~·:ncegt;a~l,¿n ·Z~~cr:.'s~·~u~~tra'u~~ ~::º~cantidad de 
producto ámplificado utilizando una concentración de 2.0 mM(a) exón 3) que al utilizar 
1.5 mM (b) exón 15-1). En ambas amplificaciones no se observa la presencia de 
productos lnespecíficos (M, marcador de pb, 1-7 ADN de diferentes muestras). 

1 7- '~ 11 ~) ( 

a) 2.0 aM d<? KgC12 b) 1.5 mM de MgC12 
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3.2 Efecto de diferentes concentraciones de Ollgonucleotldos en la 

mezcla de reacción. 

La secuencia de los oligonucleótidos Iniciadora~ es, r~sponsable de la amplificación 

especifica del fragmento deseado, y para· su:'ciiseRo ·~s indispensable conocer la 

secuencia del ADN blanco. Al ser este uno ~~·:16~ p~rá~etrcJs más importantes que 

determina la especificidad de la reacción de a:npnrlc'~ció~,:su elección y diseño debe ser 

muy cuidadoso. Idealmente en cada 100 ~ld~·i~~c~iór!; l~~?ncentración aceptable de 

cada oligonucleótido oscila entre o.o§·· y~ /o ){M'., El ü;o d~ concentraciones mayores 

favorece la amplificación de regfones}i~~s~~~¡fi{a~i~ 1~0.tdirnación de dimeros de 

oiigonucieótidos. En éste·· trabajo +par~) d~finfr~{ia •Ccónceinfráción •··adecuada de . ~ . ·.,,.. ...- . - ' - ·-· - . ' . -

oligonucfeótldos, también se procedió a r~afizafu&a CUrVa con dil~renÍes concentraciones 

de oligonucleótidos como la que se r~~Íizcipar~~ia.C:ón'd~ntra~f~~d~:MgCr2 (Tabla 7). 

Tabla 7. Efecto de fa conceriÍr~Cl¿ñ:d¿~Íilfon:~cl~Ó:ÍictJs pr~s'en·Í~s e~ I~ mezcla de 
reacción de amplificación' en Ja 'cántidad .de prodúcto:; amplificado. 

. 0.1-· 

0.2, 

0.5: 

0.7 

- ¡-¡'ó,;~~: -~~-·-'.'f"";'_:,• ¡,;_ -· ·~-- - ·- ' .. - - ,. ·.· - . . . ' 

·;.p~ntidad ,d7 producto Presencia de productos 

' : 'amplificado in~;p~~íficos • 

.. + 

++ 

+++ 

·No. 

No, 

. Ná 

A partk de los re~~iÍ~d~s'.obt~nid;;~ de I~ ~rnplifi~~61ó~ ci9' ~~ ~~~Fent~ de, ADN, la 

concenÍraciÓnd~ .diigo;,'~~ieÓtido,s. c~pla que sefogr? ~hª.:'l~?iif\?:~~ión .~specffic~ del 

p·r~duct~. Í~ÉI. cÍe o'.s 'µM ::·pa~~·:~~da, ~no~, de j;;s ~ilg~n.ucl~~t,iqgs. Al ~tili~~r .ésta 

concentración no se 'obse;va;og ~1TI;1111c~c1dn~~ i.ne~p~cfflca~'que;~~ ª.Y'~.~ncián con la 

presencia de barridos al ánatlzar el prodU.ct;; ampliflqa~o .en gel de ,agarosa. 
; .. · . ',. . -> . . - ' ' 
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3.3 Efecto de la variación en la concentración de los dNTPs: 

De la misma manera que·'el MgCJ¡, las .c6'ncentraciones mlnimas necesarias de 

dNTPs disminuyen el Indice de .. l11corporacion13~. érrón~as de nucleótldos, mientras que 

concentraciones muy altas'clÍsrninuyen la·e~pe~ificid~d de la reacción, por lo que la 

concentración de dNJP;'tan;bién d~b·~ opli~Ízars~. Concentraciones entre 20 y 200 11M 

proporcionan resultado.s óptÍmós, ;acie';,,¡i~ es muy Importante hacer énfasis en que las 

concentraciones de cada úno'de 16~ ~uaíro dNTPs deben ser equimolares. 

Para establec·e·r las.· cil~celltra6íci~~s adecuadas de los dNTPs se procedió 

lnlclalmentea utHizar.1o{d~1:b~J~~~~~~6i en bibllográf!a para la amplili~aclón del gen 

APC (11,91 ;92¡.'Fin.alm~nt~/~~ Í~g~Ó ·~iJa''buena amplificación del· producto con una 

concentra~iólléii;cl~JP~~AeiI~·~~,ii~bl~~) .. :•;• .•.•. , '.' ./.,•< <· · •· .. 

. .Tabla 8; ~·ª'.ºr.es ~e.,Concen~ración de ~NT~~ ~~al~a~~~: ., 

.. ,·•. :',1 .. 5.:ITl.fv!}:'•:'iJ, ·~··· 
•200 fiM ' 

.. ::•!/:.·;,.;Referencia f'i;'•. 
;Top·s~e.1 á1,1987(9s)·.~··· 

· ·/s~i<e/~t1a{199~i97i··. 

Al realizar la amplificación c~ii ~\)na ~cincenfraclón de 1.5 mM no se obseivó 

amplificación. En cambio corí 200 y 7o)Jti'~i~r¿d()d~ amplificación fué muy similar. Por 

lo cuál se eligió la menor cantidad que~~~ prop~rcionó una buena amplificación. 

3.4 importancia de la conce11tración.de la enzima ADN Taq polimerasa 

Una de las enzimas termoestables. más utilizadas en PCR es la Taq ADN 

Polimerasa, ya que es fácil de estanda;i~ar en la reacción, Y además tiene un costo más 

bajo que otras disponibles en el mercado .. La mayorla de los protocolos recomiendan el 

uso de 1 a 2.5 u de la enzima por cada 100 11L de reacción. Para el establecimiento de 

la cantidad minima de enzima q~e s-9 r~quiere para una buena amplificación se procedió 

a utilizar diferentes concentrácici~e~ 'de enzlm.a de. una misma marca comercial (Perkin 

Elmer) por reacción de arnpllflcaclón '(Tabla 9). 
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Tabla 9. Efecto . de la cantidad de enzlmá ·Taq ADN polimérasa utilizada en la 
reacclon de;am¡:ilificación en la cantidad de produqto obtenido. 

Finalmente laconcentra~ióri'ci~ l~Ta~ADNpblim~r~~~:~Giisei'utllizÓ fu~ de .1.25 u 
. -- ; :.e:, - ~- .:-' ·.·._-·:: ... <Y'.· ~: ... -,~ :t~-:;.-r;-<.,,:T-1~~ ::..:·=~:.::,·,~ :-: i':':.:¡r;-~ \·! ... _,:.-;: ---V~~,-... ~···<>¡-~ ·:J~·-- : ·. ~--- ·._·; :~·:·: 

por reac~i.ó.n (~ol.~Te~ ~o. µ,Ll;~ª •. ~H;. ~P'\~sta conc7n~r~clé>11.s.~. ()b~~vo buena cantidad 

deproducto(Flg;8).< ·.•·, > ,·'. .:\,,;; '. "'} 

Fig: B; Efecto de' 1~ c~ntida~ d~ 'enzima Taq ADN Pollmerasa en la' efiéÍencia 
de.la reacción de amplificación del exon 3 en un volúmen de 50 mi. 
Carriles 1,2 y 3 ·de 0.5 U, 4 y 5 de 1.0 U, y 6 y 7 de 1.25 U de ADN 

· • pollrnérasa . 

1234567 M 
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3.5 Importancia de la concentración del ADN : 

La concentración del ADN blanco en ia'reacclón depende de la fuente utilizada, e 

Idealmente se requieren aproximadamente 1as~~plas de ADN blanco, ésto es, de 300 

ng a 1 µg de ADN genómico humano:· Alte~·~ti~;~ente cantidades menores de ADN 

pueden utilizarse en la amplificación dé: gene/que e~lsten en varias coplas en el 

genoma. En este trabajo la concentración· del ADN que se utilizó para amplificar los 

diferentes segmentos de cada uno de los pacientes fué de 500 ng de ADN. Con ésta 

cantidad se obtuvo una buena amplificación. 

3.6 Importancia y efecto del número de ciclos de temperatura en el proceso 

de amplificación de ácidos nucleicos. 

Teóricamente, en condiciones óptimas el nivel de amplificación del ADN en PCR 

aumenta en forma exponencial con cada ciclo. Sin embargo en la práctica, después de 

determinado número de ciclos! la amplif,icación se detiene gradualmente. Entra primero 

a una fase lineal y luego a u.na estacionarla, a la que se denomina fase de "~eseta", 

posiblemente debido al agotamiento de la actividad enzimática y a la insuficiencia para 
. ..,:,: · .. '- ' - '_,_. ' 

llevar a cabo la extensión del númer,o. masivo. de complejos ADN blanc,o:?ligpn~~leótldos, 
presentes en los clclosc¡ue ~e pres~ntar:i: Esto puede evitarse si se aume~ta 'del tiempo 

de extensión en los últim~~ ~l~l~;,cÍe re~·~~lón~··l~~antidad'cie'1~ e~'z1ri;~, ~untjue lo 

recomendable. es.· ajustar el .núíl1eró• de ciclos de .. ial •manera qUe 1.a aíl1i>11nciación se 

realice al obteners~ lo; niv~l~~~á~Í~~s cÍ~·~~pJfii~·a;ió~' ~~'iína';ea~~IÓ~ c¡ué presente 

un comportamiento linea('. El :nú~e·;~ 'de
1 '.cl~lo~ 'µrb~é,dio o~cila.;enÍre 20 y 35, 

:', ,_:-·.~ '·."· ; >··. ,.·::: ... -::' :,- ·, ,- . : ··:: . ·.·._'~.-.: :;; '_ ' ··-:: .:~'."' ·-~-.:,)".}:,'.> ·--.pf ··:"...: :.'.-- ~ .:: :< · .. ·- "·_: -

dependiendo de la cantida~ .~e ADN ini~ial:;p~r,otra,p~:rte l~s, ~~IT)p,era.turas de 

desnaturalización ··(92 a gÍÍ~~C) Y, e~ten:~IÓn '(zo. ~.?1~~), ;bn•· gé~é~~l~énte .é~tálldares 

:::::t~~f i~ii~~~tit~i~~~;·~1~",~t~1~:;~~: 
Tom~ndo en ciuenÍa t~d~d~stó~ a~Íec~derites y ;evlsan~o ia bibliografía en la que 

se describe 1a·· am~llfi~acíÓ~: d~Í gen '1pc: peí~'. otro~ ~Ütores, •en ~ste · trabáJo se 

establecieron los sigule~tes ciclos d~ te~peratura (Tabla 10): 

55 

·' it~1 

···¡ 

J 



Tabla .1 O. Ciclos de Temperatura para 1¡¡ anipliflcaclón del gen APC. 

No. DE CICLOS . TE.MP Y TIEMPO 'ETAPA. 
1 ciclo ;" Désriat.Urallzaclón 

· ·94ºC;-: por •·1· mln:. ' ,,. Desnaturállza~lón 

55'· 6 ; par -1. llliri: ••••··: Aliriea;;:¡lento · · 
'.·' .. '- ·.... .,; '·- ;,i;,. ! • · •. -,.. )~:-

1/.j 7f _c p~r i i mirl .. ·.~··· }: E,xtehsi~n· 

\ •... s~.~.s~.~~I~;!,~ ~n ,c;,c!_~·;~i_c{~1 i~ de~-n~'.~r~'.~~~J~n.;i9,!.".?.:~-~;:i ;i~ut~~· ,",1edlante 
el cuál se asegurnque lamayor·parte ~el ADN ~e separ~ en· hebras sencillas. Con los 

:'j¿~i~:'~;r~;1*P~~~J,~!~~\~?,~~~tt~J~~:'¡:~::: 
ampllflcadci.' Por último;· se añadió un· ciclo final de ·extensión a 72~ C porJ O minutos para 

) . ':··· ><~ '.;.~·, ·,>. · .. ,. .. :.;.'. ·:.: :.~~·,:·;·_~;;:.:·. ,,:;,-~.<-~·:- ·:j;,<;:.' ~ • .:.:;:..,-:.;-~-·--·'{,;.:,"?.'"i~ . .::"-",·-·-;.:.:.~,__ ·----- .. _ 
permitir-que 'se completen las cáderias lrico'éripletás í:le los.ciélos a'nterlóres. 

\ Con respecto a la temperatura' de áiin~ami~nt'~. para ~u est~ble~l~le~to se consideró 

la siguiente fórmula empírica · basada en·. la la secuencia y tamaño de cada 

oiigbnucleótido: se adicionan 2ºC por cada A y T .pr~sE!~tes en.el ollgonucle_ótido, y 4ºC 

por\cada G y C, y se restan 5ºC; la:sum~ tola'. d'e .(A.+T)_y,~G+~}.'Ejemplo: 

Exón 15·2 APC Pri~ers E9·1 (20b) y E9-2 (1~b) 

T º" AAGTACAAGGf Ft°:T1.t¡i~;t:~}~. 58'.-S. '~·º 
E9-2 CAG TGGTGGAGATCTGCAA :s(A+T) x2= 1B 

'1o(G~Ó) x~,;_,,,4o"--------
•' S6ºC 

Temperatur~. de.Aliríeamien.to X= 53ºC 
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El tamaño de los oligonucleótldos utilizados para amplificar todos los segmentos 

del gen APC comprende entre 18 y 3o bases, esto en combinación con el contenido de 

bases específico para cada uno de ellos, dló de manera general un promedio de 

temperatura de alineamiento de 55 ± 3ºC para la mayoria de los segmentos 
amplificados. 

RESUMEN DE RESULTADOS AMPLIFICACION POR PCR 

Con el establecimiento de todos estos parámetros se llegó finalmente a la 

estandarización de esta metodología para la amplificación de los diferentes segmentos 

que componen el total de la secuencia codificante del gen APC. Los valores finales para 

cada uno de los parámetros son los que se describen ampliamente en el apartado de 

Material y Métodos , y con los cuáles se realizó la ampllficacion de todos los exónes de 

los pacientes (Tablas 11 y 12) Se realizaron además, algunas modificaciones en cuanto 

a la temperatura :de alln.e.ar:niento dependiendo del tamaño y secuencia :de los 

oligonucleótldos lnvolúcrad~s'/corno ya se mencionó en la descripción de ciclos de 
,-," .. " .·: : 

temperatura. ·· .• " , . 
. ,. f.~·.· . 

Tábia 11. FÍ~~Jme~de componentes de mezcla de reacción 
Amplifléaclón del gen APC 

' . - . -~ ·:;-,:·1 . . ' . , 

Concentración 

1X 
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Tabla 12. Ciclos de Temperatura y.Tiempos:. 
·. Aiytpll,ficación del. gen 'APC 

1 ciclo 
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4. EVALUACION DE LOS PARAMETROS CRITICOS EN EL ESTABLECIMIENTO 

DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA EFECTUAR EL ANALISIS DE SSCP 

4.1 Evaluación de los factores involucrados en el éxito del proceso de 

desnaturalización de ADN para análisis de SSCP. 

Después del proceso de amplificación, la concentración que se obtiene del ADN 

amplificado es muy alta, por lo cual los productos amplificados deben ser diluídos. La 

dilución generalmente se realiza en una solución con caracterlsticas desnaturallzantes, 

con el objeto de lograr desde el inicio la separación de las dos hebras de ADN 

amplificado. Este es un punto a considerar importante ya que una excesiva concentración 

del producto en la muestra dilufda que se aplica para la electroforesis, fomenta la 

formación de realineamientos>de·1a::'c1oti1~, j,'E!tirá ,de·--ADN;•.10'.cual ·'•co~plica la 

interpretación. de resultados,po; lo cu~I ci'~b~' eilipr~a~;e una dilución del_ producto 

amplificado que dependerálnl~i~l;,,e~i~~~i-~~~ci&~t¿1obtenid~ esp~b[fidalTl~~te ~n-cada 

reacción de PCR De manera gen~r~lfd~p-~~dle~do'd~'iei'i31i61en~ii{·é!e Ía ~e~Ócíón, y del 

:~::.º ·de detección, rá• m~.es,Jf:!~,ü~~e:;,f;n~l;~,:;;res~e~\1~~:-.t~~1~i1nc;~s~_-_•-1 :1 oo 

En base a la eficien~ia 'd~ r~-;e~~~lóh'.~~:~rri~ríi1i:~g1ó'ri','s'E!'cl~t~r~iríÓpar~ cada 

segmento de ADN; la dilución a i~ qiie§(so;neU_Ó Óada uno': De;man~ra 9E!neral, las 

diluciones empleadas ·1ue~~n;\:•1.9·y:.~ :2o ---~~P~~dle~cio 'dé: Ía 'ca~~dad·-de-_producto 

amplificado que se obtuvo~ · , 

Los componentes ele la s~luciÓnd~sn~tur~lizantepará dilución fueron_ios siguientes: 

Formamida 

Azul de bromofenol 

Xllenclanoi: 

EDTA 

Na OH 

: g5o/. 
0.05%•'· 

'0.05% 

2omM 
10mM 
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Con diluciones de 1:10 Y 1:20 en promedio, en la solución desnaturaiizante a base de 

forrnamida, se logró obtener de manera eficiente la seopar~clón de ambas hebras de 
ADN. . ., . 

4.2 Influencia de los factores que participan en la el~¿t~~foresii enr 

gel de pollacrllamlda <<·.•e'> 'i_c.,/. · ';·,· 
Hay varios factores críticos que deben éon~id~}~r~~: p~ra''uevar a cabo una 

detección eficiente de mutaciones por este método: AlgL~~~ '.ele 'e'Í1as'que; se deben 

considerar durante la electroforesis son: concentracÍó~'.dE!'.a~riÍ~;;iid~"presencla de 

aditivos, componentes del buffer de corrida, len;per~t~,r~';'. ¡;~n,p;' de c~~rld~ /voltaje 

apllcado. En este trabajo todos estos parámetros se fueron ~odlficallclo de ü~; en uno 

a la vez, hasta llegar finalmente a definir los valores para cada uno de lo~ ~·~rámetros 
que se describen a continuación. 

' ' ' 

4.2.1 Efecto de la ·concentración de acrllamida y presencia de glfcerol en ta 

establllzació.n de los conformeros de hebra sencllla. 

La concentr~cló~':de acrllamida·blsacrilamlda y la presencia de•:,:adllivos 

establllzante~ d~ hebra ~encillá como glicerol, también afecta la ~ep~raclón el~ las dos 

hebras así i:bn;~ su per;nanencla sin renaturalizarse. Se ha report~cl~ que una baja . ·- --'· ·'"· ·-,-. . ' .. · ··-·'. 

concentración ,de glicerc)l,geryeralmente mejora la separación de .ras do~ hebras, ya que 

permite un~ m~y¿r est~biliz~Óión de los conformeros. Este mismo ef eciÓ se observó en 
' . . ·'-' ... , -- . ,.·. "-~-- '• -·, . . . . . ' . " - . . ·- : .,, ·: __ -

este trabajo.:~\ ,,, ,¡,:, :.L 
, :··.' ·;. 

> :.·.·.;,:. -·· '.'>/. ...;(, ;,>:.:.,,, 
4.2.2 Efe~Ío'd~ fa'donsUtué1óri del buffér ell el proceso é1E!'ctroforét1co 

! ..• •· .. -· .·._ - • J :. ·:··.-'" :·'~·-·. :·· _.,-:-- __ •• _,._ •• _., >:': ·· ''-:: ... _·:.~>e-·''.· .. ·;1·>·':. ;¡.r :::,. - .-

Las características prciporéionad~s por,cadfl uno d~ Jciseleme,ntos que ,componen 

el buffer c~nio~on. trlsHCl.:<Í~id~ bórico_ y,§DJA, ~~¡ i~iri~sú, c~n9entraclón,.deflnen 
la fuerza' iónicapres~~¡~ ~h ~' b~Ít~r-~~ '~ corricla,(llictrof~rétl~a:}aq'u~ se ha visto que 

a mayor é;n~l)ntr;cJónd~ e.~i~s -réactlv~s • experinÍe~iarrii'entei ,se observó una alteración 

.. en el corrimienío d~ l~s ácid;~ nuclélé~sque c~nsist~·e.n la formación de las bandas al 

éorrer a través. del gel de acrllam.ida; 
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4.3 INFLUENCIA DE LOS FACTORES QUE DETERMINAN El ESTABLECIMIENTO 

DE LAS CONDICIONES DE CORRIDA 

4.3.1 Efecto de la variación en la temperatura. 

La temperatura es .un punto critico que debe controlarse para obtener resultados 

reproducibles en SSCP. Una iemperatura constante da una mejor definición de las 

bandas y se obtiene mejores resultados. 

4.3.2 Efecto del Voltaje · 

La indlc~cl~,n clev~IÍaje esta estrechamente ligada al tiempo de corrida, ya que para 

la aplicación de'.&oltajé; baj~s se necesitan tiempos de corrida más larg~s y vlseversa 

para voltaje;~ás gr~ndes.O 
. ; .:_·,~~ .. :: -_, .- ;·:. -·.: 

4.3.3 Efec'to)del t~~~pJ de.6d~~id~~.· 
Se ha repórtado que tiempos prolongados de electroforesis son más convenientes 

para obt~~er ~na bli~nasep~r~clóÓ 0 d(? las hebrasde ADN; Pero debe de jugarse con el 

voltaje apUcadb, d~;¡~¡ rila~~r~'~ue 1 no · a~~ente múcho .. la temperatura del gel y se 
.- .-, ... , <"--·. _,_, _,; ; ·;_, ' :. ,: ~ - ,. - - -

puedan obtener resultados repr.oéluci~l~s; 
_.;_(:_;:; _:~,~ .... ~~' .... 

Para definir las co~~i¿(b·n·~~;¿¡,¡¡rii~~ ~~~~ Uev~r ~ c~tio el método ss.cP en el análisis 

del gen APC se llevaiC>n·~~d~bd,°ij~ii~~i~'~;~.~n cada un~ él~'iospará~etros descritos 

(Ta~:s ~ª~:r:~:~:;~tit~~~~'i~~~f JiJ1i{~~sqJ~;1!?~rt#:~nt~r1.~ tu~rza ionlca del 

buffer de corrida (1.5X TBE, 135 riM ;frísB~rat~pH.~·~· .6 m~. ~DT~) ~.Incrementar la 

concentración de .. gUrierb1air1b~-·d~i 1o ... o/o cpmpar~~db··· q_()~, ias ~cincentraciones 
reportadas no hubo ning~nacrií~jo~i~e~'la,séJ'.ªr~clÓ~c!~i~-~h.:bras yá que se observan 

semejantes a las ya mencionada~~·, '.· .· ····'· .. ·.• ' 
En contrasíe co~•el c~rrlmiénto de los .• géles enbUfíer TBE 1X se obtuvieron 

resultados mejore~ 'ciando·. bandas mefor definidas;.' .• 
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Además también se observó que con la presencia de glicerol al 5%,y 10% mejoró 

notablemente la resolución de las bandas. 

Con respecto a las varia~IÓnes en telllperatúra evaluaclás l~eron :~ 4ºC y a 

temperatura ambiente. De 'm~~era ;general s~'~h'~~~ÍrÓ qu~ a tefTÍperatu;a ambiente se 
·'\'_" ,:~>>·,},s-r·: ';-., ,_ ... !"=•>:~/f:: . .-~.::<.\·:,-_.· ,, -::\~::>::.:>-·'.,y· ·:·:·<,,, .. ~- .:~,.,:·;'->·--- <;: .:_·. .:.. " 

obtiene una buena resoluclon de las bandas; y se aum~nta l<i'velocldad de migración, 

:.:::;::~:t":3~t1~~~1~~~r~i~~~~d~~~:7:: 
temperatura, evitandci calé~t~~l~ntódelk~iq~e p;o\Íoc~rla d~l¿;~~clón d~I nii~mo y una 

mala separación de l~s. ba~cla~: E~ l~s 1,1,gu~as slgulent~~ 's'e ;J;ueí~t;an ·,los . resultados 

obtenidos con la modificación ele ·dil~renle~ p~rámetrcis (Figs 9: 1 si: . 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M 15 

EXON 10 

Flg 9. Análisis SSCP del exón 1 o. Electroforesis en: acrilamlda 6%, glicerol 0%, buffer 

TBE 1X, V=110V y T=25ºC (Carriles 1-15 ADN de diferentes muestras). 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 JO 11 12 13 14 15 

P 2 11$ Wt?MP•Q'Mr 

EXON 15·7 

Fig.10. Análisis SSCP del exón 15-7. Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 0%, buffer 

TBE 1X, V=100V y T= 4ºC. (carriles 1-15 ADN de diferentes muestras) 

EXON 4 

Flg.11 Análisis SSCP del exón 4. Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 5%, buffer 

TBE 1X, V=110V y T=25ºC. (carriles del 1-11 ADN de diferentes muestras) 
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1 2 3 4 es1e9 ion 1213141e 

EXON 15-8 

Fig.12. Análisis SSCP del exon 15-8. Electroforesis en: acrilamlda 6%, gllcerol 10%,buffer 

TBE 1 X, V=110V y T = 4º C (carriles del 1-15 ADN de diferentes muestras) 

2 3 4 
~· • 

\.l' j ;f.~·. '. 

EXON 15-3 

Flg.13.Anállsls SSCP del exon15·3.Electroforesls en: acrllamida 6%, gllcerol 5%, buffer 

TBE o.5X,V=100V y T= 4ºC {carriles del ·1-4 ADN de diferentes muestras) 
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2345678 
·;:J;r:'·: ... : ,..._,*_ 
Í'·f!::: .. ·. ,,: ·'.:>:(.:( ' 

EXON 15-8 

Fig. 14. Análisis SSCP del exón 15-8. Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 5%, buffer 

TBE·1X, V;=JOOV y T=25ªC (carriles 1-8 ADN de diferentes muestras) 

23 4 5 6 7 

EXON 1!1-1 

Fig.15. Análisis SSCP del exón 15-1 .Electroforesis en: acrilamlda 6%, glicerol 10%,buffer 

TBE 1X, V=110V y T=25ªC (carriles 1-7 ADN de diferentes muestras) 
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RESUMEN DE RESULTAD(JS ANALISIS SSCPDEL GEN APC 

Los valores· de los,, p~rárnet,ros>cciri los que, se obtuvieron mejores· resultados 

reflejados en. una .. mejor .~éparáción de fa~ band~s-imay~r' re;ofu~fó~ y m~jor movffidad 
efectroforéUcas~muestra~enf,aiFigJr~;{·¡¡1r¿ ,.,.,, ,', .•·· .. · · · 

~: ::~i!~i~;~¡,ó~.~;s;;~!!;#;!W:~~~JJ~~i~r:.~B.~eí·;~~h·d··~~·s .. ffr.~e .que el 

de 5% y .c?n uri<l buena resolución d~ bandas>: ........ , .. • ... ,·. . .. ·.. . . .· .' 

· :r~:ii~rJ~~~~'~i~~~~f~W~~Jfr~~::;~:t:~: boodM 

- Buffer:. En·7ste' ca.s6fue'un 'parámeÍrocuya vkri~~fó~'. nd fÚ~muy.'deterrnina~te en 
los ré~uitad~s ~bteri.iciÓ'~:'''·' '!,~).:''" :C : . «h\· '' . '·"< ··:.:· ·., \ ': . ' . 

:::~~::tr¡~~!~f ~t~raipr~ ó~\1m;1P~!~.1¡·¿;~·c:Mifbié~'i~··f~~:~·1eil;p~~~t~ra· 
Voltaj~ y Tiempo' de ~Ú~id~: pe rriall~r~'g~ner¡I ~~ v¡Óé¡Ge ~-Jouajespequeños y 

tiempos de c~rrfda largos ;9 logr~·u~-;i ~~jo/s~i~ricÍÓ~ ;¡'~ l~s h~bras de ADN. 

De tal manera que analizando t6dos1os"r~~~Í¡~dcis obtenidos con las variaciones 

y combinaciones de los diferentes parftm~lro~ ma~~ja~ci~;fin~fmente se observa que si 

se logran separar las dos hebras d~ ADN'/~b¿~n;~;,J~se ·un c~rrimf~nto efectroforético 

diferente para cada una de ellas. Esto n~~ AB..~lá p~~t~, para poder utilizar esta 

metodología en el análisis de mutaciones d7 ger~~~speé(fic?s en e.ste_caso APC, en el 

cual esperaríamos encontrar un cambio en fa C.éí~io~rÍlacfó·n~ de fas hebras de. ADN en 

aquellos segmentos donde se encuentre ~~a rii~\a51~;: pst~ ~~ •. ~~~if7,~t<)rla com.o un 

cambio en la movilidad efectroforética deiectabfe pcÍrla autorradfograHa\as condiciones 

finalmente definidas para llevar a cabo el an~lisi~d~fg~.'1 ~P,~s~enÍi~;~;.~!'1 fa tabla 13. 

Tabla 13. Parámetros que fueron definidos experim,enÍaf~e~te para efe.ctuar el 

análisis SSCP del gen APC. 
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PREPARACION DE LA MUESTRA 

Dilución 1:10 ó 1:20 

Dilución en solución de: 

Formamlda al 95% 

EDTA20 mM. 

Azúl de braiTib18ila1 6.o's.Y~ 
Xllenciaríol · .· ci.ó'S.;/y ' 

4.4 

NaOH .. ·0 16'mM .. ·. 
CONDICIONES DE CORRIDA 

Volúme~:cin~ciÓij cÍ~··rr.iues,lia 2~a.~{ 
Temp~ratura ·ambiente;':'· .. ' 
VollaJa·11.ov·:>>··;:c ...• , .. 

ELECTROFORESIS GEL 

POLIACRILAMIDA 

Gel de pollacrilamida al 6% 

en Buffer Tris Boralo 90 mM 

pH 7.5 y 2 mM EDTA 

Glicerol 10% 

. SECADO. YAUTO.RRADIOGRAFIA 

·,.r:_···k\ ', ~ 

er pertcidodeexp,os1~1ó11 para er,de~~iro11o·de 1aaütor~~d109rafla ~ependerá 
lnlciatmerite. de: ra.ieÍ1bren~i~dci ra ·~e'át9iÓn, 'yá qu~.se háce uso, de dCTP. radiactivo 

(dCTP· ~'P); el cu~,·~.~· i~co0r~Ór~d6'~;·'.~r;pr~.ducl~ J; ~~~llfi~aclón: Ade~ás, depende 

del tiempo de vida media del Isótopo r~dÍaclivo (l4 .dias). Eh é~te trabajo. el tiempo de 

exposiciÓn variÓ :d~ 1 · h~~st~·s . dia~ d~pendiendo.':de la fe~ha,'de: ~ad'Jcid~d del. dCTP 

(Tiempo d~ vida media). Cuando~ei ~HÍizó dCTP·ª'f' éon'J~~ aciÍ~idad ~speclfica ~Ita se 

obtuvo un~ mejor definición de las bandasénla électrof,oresis. 
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5. APLICACION DE LA METODOLOGIA PCR • SSCP EN AL ANALISIS DE 

MUTACIONES DEL GEN APC 

5.1 Características de los sujetos analizados 

En este trabajo se examinó la secuencia codirlcante completa (15 axones, divididos 

en 31 segmentos) para el gen APC de pacientes con diagnóstico de Pollposls 

Adenomatosa Familiar, los cuales fueron Identificados en base a las manifestaciones 

cllnlcas (Registro Nacional de Poliposis, INNSZ). Además, se Incluyeron algunos 

familiares no afectados y personas asintomáticas sin antecedentes de CA de colon 

hereditario (Tablas 14 y 15). 

Tabla 14. Grupos de personas analizadas por PCR • SSCP 

' 
Sujelos Afeclados con PAF o 

Sujetos sin PAF con Familiares Afectados con PAF 6 

.';'Sujetos Controles sin-PAF y sin antecedentes - 10 

_. ___ TOTAL -24 
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Tabla 15. Lista de personas a las que se les extrajo ADN de sangre 
periférica para análisis de mutaciones por PCR - SSCP 

Sujeto No. Edad Sa•o 

'º 
42 

36 
"· M" 

Dx Cllnlco 

PAF 

SI 

: NO 

'SI 

Antecedentes r11mllh1res 

da CA de colon 

SI 

SI 

SI 

:::1.0·,. :'35;·/ : . . ':.M;.· · ...... :s1,.¡ .. , :s1' ·.'.",. 
¡¡_;_;:___ .;.:::::11""'.-.+,.~:.·. -38:.:.."", .-... F= .. ,"":M'-.'-'.: 7:'"1-'-;:-, ,;:;,,;:-, :'::N.o-;:.::--:;:,;:•;:-.. t, .;:-.. ;:-'.'."'.::,;·;:-, .. -,:-.:.-.:s1=="1i·' 

'1 ::.,::· ·,•::' 12' ... ;'59 ':O'." ·:~•;. ié"W'.: :· 

,: 

23 42, M: o' NO ·No 

2,. .. " 45 : "' M : " ·NO : NO" 
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5.2 Amplificacion del gen APC 

La región codificante completa del gen APC esta contenida dentro de 15 exones, 

que esta precedida por al menos una secuencia 5' no codificante. Esta región fue dividida 

para fines experimentales en 31 segmentos de acuerdo con la literatura (56) (Tabla 5). 

Los primeros 14 segmentos corresponden a 14 axones individuales (números del 1 al 

14). La región codificante del último exón es muy larga (6571 pb) y por lo tanto se dividió 

en 17 segmentos sobrepuestos, cada uno de aproximadamente 400 pb en longitud. 

El ADN proveniente de los sujetos que se incluyeron en este trabajo (Tablas 14 y 15) 

se sometió a amplificación por PCR para todos los axones del gen APC (31 fragmentos 

amplificados) y posteriormente se analizaron por SSCP, para lo cual se utilizaron los 

parámetros estandarizados descritos en e.1 apartado de Material y Métodos. 

La amplificación de la mayoria de los segmentos se llevó a cabo de, ~manera 

eficiente obteniéndose una buena cantidad del producto amplificado en la mayoría de los 
' .• .. -. 

sujetos. Algunos ejemplos de secuencias. amplificadas se muestran en las figuras 15 y 

16. En estas Figuras se observa q·ue.con las condiciones previamente estandarizadas 

de PCR, se logró obtener una:;buena amplificación, además de que no.se observan 

productos secundarlos e inespe.ciflcos. 
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e+ 1 2 3 4 5 s 1 e 9 10 11 12 13 14 15 

EXON 11 APC 

Fig. 16 Amplificación del exón 11 del gen APC (C+, control positivo de ampllficación, 

carriles: 1, ADN paciente afectada con PAF, 2-15 ADN de familiares en primer grado) 

1 2 3 '1 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M 15 CN CN 

EXON 8 PCR 

Fig.17Amplificación del Exon 8 del gen APC.(CN control negativo de amplllicaclón, 

carriles 1, ADN paciente afectado, 2-15 ADN de familiares en primer grado) 
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5.3 Separación Y resolución de las hebras de ADN mediante SSCP 

···La eficiencia de la ampliffoación p~r~itió pro;egulr con el análisis SSCP de cada 
. . .. . ' '.::, ···.L' ... ,. 

uno de los produ9to~ obtenldos.,El .. an,álisis,de¡I producto de amplificación es la etapa en 

la cual se logra deterniinar.~i se í,opania1,-C> rio rn~iaclones en el producto amplificado 

especfficarnenÍe: ~a~; e~l(),~;e.~?~e.ti~~óh ~ ~náÍisis SSCP a todos los productos del 

PCR realizado' a los paciente; ~<:Íra cada~~o de los diferentes segmentos del gen APC. 

Los resultadosobte~id~s;~rriS~~t~arién la tabla 16. En general se observó una 

buena definición de los cionJÓrriier2¿ci;h~bra ~e~clÍla de ADN, además se observó de 
. . . . - ;.: . . ; ·:; ,-~·~·>'i<:·.- .. :· . ..,:. >1:.,.>><··.· ·,,_;_).' . .· 

manera general, una bue.n~separa9lón·de ambas·hebras. En la parte inferior de la 

mayoria de !Os geles en lo; qu~'~ei'6ti¿~rV'~ro.i l~·~f'~os hebras separadas, se detectó la 

presencia de otra ba'~ci~.véi{~~y~f':;.'i~¡~~t1cia~(en ocasiones, que en este caso 

correspond~ a I~ pci;~ÍÓ~,d~ A~N,,q~~·~ci'íp~JÓ d~~naturallzarse o bien que volvió a 

renaturalizarse de¿pUé~ d~'~u}~p~raciÓ~;sieind~,entonces una doble hebra de ADN. 

En las slguleritesfl~Ü'ras 18 ~·22's~o~~,~~iln l~sciaracterfsllcas antes descritas. 
, ,. . . :_ ~-~----~-.':,:: "1\~ ..... -- ~.e:~~: •~- . 

Tabla 16.·Resultado~ obtenido~ del an<ÍÍl¿is SSCP de los 31 segmentos en que se 
·'dividió eÍ 'gen APC para su estudio.' . '., ' - . - .-·~·-. .. . ·.- -. . . . ' 

Abrnvlaturas:• s~~l11~~· A;;ip/lf: Se~rn~nÍ~ ;111,;í1Í1c~cfo. E/lclencla de la Ampllflcaclón ' DB: definición de tas 
Bandas . RB:Resoluclón e.ntre Bandas, ME:Movllldad Electroforé/lca, Afiar MyR: Alteraciones en Movllldad Y 
Resolu~ló!'l; ·"-, ,-;~ ··,-. ··.,_ · · · · -

· + Buena, ++M.oderada y :+~ Afia: 
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EXON 

10 

" 
12 

13 

OLIGONUC 

LEOTIOOS 

G31 G1B, 

G2t G22 ·.· 

G29 G28 

G19 G24 

G5 G4. 

G1 G2 :· 

Gl3 GI~: 

G9 ·.;G10 

TAMA~O DE 

SEGMEN AMPLI!::_ 
EFICIENCIA.·: ~IL,UCION 
AMPLIFIC' :· 

15·1 .· G35,C22 294 .. ' .·,.:' ·>< +· .. ,·· _1:10:. 

f5·2 

15·3 

15-4 

15-5 

15·6 

15-7 

15·8 

15-9 

15-10 ee.1s cs2 4ao i 
15·11 

15·12: C35' . C38 ·; 495 

1S.t4 C39 042 ·: 303 .. ++: .1:10 

15-.!5 . _, ¡. E9·19 E916 465 1:10 :. 

15-16 E9·21 E918 507 1:10 ,' 

15-17 E9·23 E920 299 1:10 
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ME 

+++ ' 

-. +++ .. 

+++. 

ALTEA 

MVA 

NO 

NO 

~++'.·;. >". NO_ 
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2 3 4 5 6 

EXON 1 

18. Análisis SSCP del exón 1 del gen APC con ADN de pacientes. (carriles: 1y 2 ADN 
controles normales; 3, ADN paciente afectado; 4-7 ADN familiares en primer grado) 

EXON 2 

19. Análisis SSCP del exón 2 del gen APC con ADN de pacientes (carriles.1-3, ADN 
controles normales; 4 y S ADN sujetos afectados; 6-10 ADN familiares en primer grado; 
11 y 12 ADN pacientes afectados; 13-15 ADN familiares en primer grado). 
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2 3 4 5 
6 7 B 9 IO 11 12 13 14 H5 

EXON 15-~ 

20. Análisis SSCP del exón 15·4 del gen APC con ADN de pacientes (carriles.1-3, ADN 
controles normales; 4 y 5 ADN sujetos afectados; 6-10 ADN familiares en primer grado; 
11y12 ADN pacientes afectados; 13-15 ADN familiares en primer grado). 

123 4567 

-
EXON 15-6 

21 A '11 · SSCP d 1 exón 15-6 del gen APC con ADN de pacientes. (carriles 1 Y 7, 
A · na sis e 1 2 y 3 ADN pacientes afectados; 4-6 ADN de famlllares)'. DN de controles norma es; 
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3 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

EXON 10 

· · 22. Análisis SSCP del exón 10 del gen APC con ADN de pacientes (carriles 1 y 2 ADN 
pacientes; 3-12 ADN familiares; 13 y 14 ADN controles normales; 14 y 15 controles de 

-. amplificación negativos). 
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5.4 Detección de mutaciones en ·el exon 11 clei gen APC · 

Al analizar la régiÓn, codiflcantec.ornpleta d~I ~enAPC( 15 e~ones) para cada uno 

de los individuos, en la mayorí,a de los exC>nes an.alízad"as porPCR~SSCP '(31. segmentos 

analizados) (tabla 16), nC> ile dete?tÓ~i~gÚnri~riibiÓ ~~la éo~fonl1aclón, a excepción del 

axón 11 (Fig,23) .. Eri el análisis SSCp de este ~xó~' ~~. 6ii~~l'Jó clar~mente un cambio 

en la conformación. de 1m~. d~, las' hetii~s' ci¿·~cit-((Fi~; 2:3' ~;rril2i, dada· pC>r el cambio 

en la movilidad elec~roforéu~~ ~~ LnJ ci~': l·a~ h~bi~~.:· ~~ 1i Fl~ur~ 23 ·se observa el 

resultado del análisis SSCP deúria mujer de 60afios de edad cC>n diagnóstico cllnlco de 

PAF (carril 2), asi, cÓmo• su,s'fa~lllar.es'afe~tad~; y no afecÍ~dos (carriles 1 y 3) y un 

control sin PAF (car;ÍI 4), Es Jre~~arii~nte' e11 ~I barrH2 ~ue corresponde a la paciente 

propósito, en el cu~i se· ~'¡j5~;.;~:cí~r~riie~t~;~¿;:c~rnblo conformacional. Al detectar 
. . . · .... ·:: :· . ,~ ., :;··\": Y"'·.· , ~f-~,,_,;·t~·.~:{.-:~~,:':f:~"¡~~~:~~·~.~J';,:-;·;;;:'. ,, . 

unlcamente en esta pacieríte·un;car'nbló'eriola')riovilldad electroforética en una de las 
• .;. ~ : · :,:.,,,.. .·:.-.: ·.'.c~· .• ~,·.i_~~·t~.~;,;..;.:;~'.;''.:'.l3-~i~~·-.¡,·;··:c-;(:.l..:_:~ :.:··_ ·· · ·. ·- . · 

hebras de ADN, se procedlóa:repetlrila'aríiplificaclón.del axón 11 y análisis SSC¡;' para 

la paciente y s~s .• fa~m~r~s, rii,ll~;i{ag];í~Si~;1·~~~11'f!ii;r los ··resultados· ~nteriores. Se 

observó de nuevo· ~n, c~rnbio e~'1~''6oíifor'11a~íó~' ~n el carril 2 similar al 'anterior, asl 

como una buena separación ,de las h~h:a~ ·éie ~DN en tddo~ l~s démá5: s~jetos, pero no 

se observó algún cambio ~Íecl~of~~éii~~;:~~ ~19,y~,~ d,~ ellos. > <· ' .· ... ' . 
Esta paciente clfnicarnente preseniÓ }ÍiúÍtlples):iólipos adenornatosos los cuales fueron 

. . ·. ··:,i .. '. · .. ,, -,._·····' 
. ·confirmados por colonoscopia: 
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2 3 4 

. )~c. 
l,".'i,-.t'. 

~;~;;,;:: . •'· ~··.: . .... . 

··~ 

. .. ..... . 

EXON 11 APC 

6% T=25ºC 

. 

Fig. 23 Análisis SSCP del exon 11 del gen APC. (carriles:1 ADN control normal; 

2 ADN de paciente afectada y 3 y 4 ADN familiares en primer grado). 
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6. EVALUACION DEL METODO UTILIZANDO COMO CONTROL OTRO GEN CON 

MUTACION CONOCIDA: GEN DE FIBROSIS OUISTICA 

Como se mencionó en el apartado de material y métodos, para comprobar la 

eficiencia del análisis de mutaciones mediante PCR-SSCP que se efectuó en el presente 

trabajo, se procedió a efectuar el mismo análisis para el gen de fibrosis quistlca. Se 

tomaron en cuenta todos los criterios anteriormente descritos para establecer los 

parámetros y condiciones criticas para la amplifiación por PCR y el análisis por SSCP. 

Para el análisis SSCP del gen de la fibrosis quistlca se procedió ·a'variar cada uno 

de los parámetros críticos ya descritos (Tabla 13 apartado de material Y métodos). 

Con los resultados obtenidos de la combinación de todos estos factores se llegó a la 

estandarización de la amplificación por PCR del gen de la fibrosis quistlca; asi como su 

análisis por SSCP. Quedando definidos experimentalmente los siguientes parámetros 

(Tablas 17, 18 y 19) (Figs. 24 y 25). 

Tabla 17. Resumen de componentes de mezcla de reacción 
para la amplificación del gen de fibrosis quistica 

Componentes Concentración 

.:Buffer 1X 

.. ·'i' :\ :'dNTPs . 200µM 

· Oligonucleótidos Fy R 100 µM 

1.25 u 
imo ng 

Agua destilada . 16.5r1L 

Volumen total' • .• ' · · · .• 50 '¡.iL 

•. ··:··· 

ESTA TESIS NO OEBE 
SALIR DE LA BIBUOTEGA 
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Tabla 18 . Ciclo~ .d~.T~rfiperal~ra yTiempos, . ·· 
Jl.rnphf1cac)on del. gen de flbrosis· quistlca 
•• , • ,,_., ., • ••• • • '• -~ ·-' /- ~- {_:.'_:.:: '> .--- ·1.·. ." 

Tiempo. 

·s .min 

1 mln 

· 1 mln 

.. 1 min 

10 min 

Tabla 19. Parámetros que tÜ~ron definidos e~perl,,.;enÍ~lrnente para efectuar el 
análisis. SSCP,. del gen de fibr6sis quisÍlca. 

EDTA 20 mM 

Na OH 

'::·.' .

:;,·: .. ~:·-·' 

.ELECTROFORESIS. GEL POLIACRIL 

80 

Gel de pollacrilamlda al 10% 

en Buffer Tris Borato ·ea mM 

pH ?.s y 2 mM EDTA '· 

:1 
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EXON 11 FQ 

Fig. 24 Amplificación del exón 11 del gen responsable de la fibrosis quistica en una 
persona con una mutación en este exón. (carriles: M marcador de pb; 1, 2 y 4 ADN de 
personas sanas; 3 ADN de paciente afectada con fibrosis quislica). 

3 'l 2 3 'l 

·.;.·~ 

- w 

EXON 11 FQ 
l;.>% T=25 .. C 

Flg. 25 Análisis SSCP del exón 11 del gen de fibrosls quislica en una persona con un~ 
mutación en este exón (carriles: M marcador de pb; 1, 2 y 4 ADN de personas sanas, 
3 ADN de paciente afectado con flbrosls qul.stlca). 
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DISCUSION 

las técnicas . de biologiamoiecularhan per~ilido el descubrimiento· de muchas 

ciases de · aberr¡¡ciones tt.ini~r-~spllclfi6as induyendo mutaciones puntuales, 

amplificaciones,• reárre~ios· Y. del~ci¿ne~'. en dif~rentesgenes. Estos cambios en el 

material genéti~o dan ºº111~ .r~~~it~do:.~lt.~ra°'lo~es:en el fenotipo correspondiente, que 

a su vez contribuye~·¡¡¡ ?lls¡¡rr~u()''~13,;~pfeí,~~d~deshereditarias y procesos neoplásicos 

(1-4, 11). Por esto; es'de'gra'n im"port7nc,ia'ef anáÍisis'niólecular de enfermedades crónico· 

degenerativas . que·'. está~ .r~Í~~IÓ~a~i'ás:cori·• f<i: 'presencia de mutaciones en genes 
específicos. .,· · 7: .::-~~, -~:,2~ ·zf!:<··~3,:~>.:·~;~~'.···:,· · · · 

En los últimos años ·~~ _H~~y d~sarroU~do'' numerosos métodos para . detectar 

mutaciones (77-81). Se bas'8,n·'dri~c;1ija1~'9'~1iíen late~nologla de PCR, y varían en el 

número de pasos, así ~:~~ii;ik ¡~'sen.si~illdad ~ª~ª ;dllte'ctar mutaciones.'.'uno 'de los 

métodos con maá:altá sensibi1Id~d"é!~f¡cis'1~e s~· ~an' r~p¿rt~do n~s;a'.1~ · Íechá; es el 

método de PCR - SSCP '(a2'1:i2j;Ad~iTiás '~s Jr\ :método 
0

que no prese~t~ ~n ~~an número 

de pasos, lo tjue lo ha~í?ma~ ~en6~1o,de:Ie~iiz~T J; : · '" '· 
La deieC:ción c:i~ muí¿é@í~_~pÓÍ°~afobioS'en la movilidad ele ADN de hebra sencilla 

fue demostrada pÓ'í"prim~ráliei pe~ K~Ílaza\Vi:l y Óóls. llrí 19á6 en estudios de la A TPasa 

de E: eón (98:l~'E~Íe ~étodlJ 5~'híz6 iria~ver¿áfoc~n el desarrono de la Reacción en 

Cadena de la po1IO::·ersa áí }:É~'el ~~ftllsi~ PC~-~:-~SCP lad secuencias blanco del ADN 

genómico' o 'ADNé se. arnpü'fican lY';se;;_rnarcari. simultáneamente por medio de 

oligonucleótidos niarcados·~~di~dtiv~n\~~Íe o bi~~'~eÚÍilizan nucleótidos radiactivos. Solo 

una peqúeña ca~tidadd~'AbNs~-r~q~Í~rll;~~~a'~f'~nálisis PCR ·SSCP cuando se utiliza 

radioactividad. El prodÜctó. amplificiado se d~~'!iatJr~lizaa su.forma de hebra sencilla y 

es sujeto a electroforesis ~:~ §~¡ é!~a'~~iia+ú.f a.b_a]ó;riondiciones nodesnáturalizantes. las 

bandas de hebra sencill~·¿¡~iA'DN"eii'iéJ¡rereiiiíes'pos1ciones 1naic~n la presencia de 

mutaciones . En condiciones' n~ c!~;~atu;ali;an.tes, la s-ecuencla núi::leotldiéa determina 

la forma de
0 

fa estructura que tÓ~~rá la heb;ra'sei~.cllla de AD~.' 
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La sensibilidad de PCR-SSCP. depende .de comó las. mutaCion~s afectan el 

plegamiento Y ·de como; este plegamiento ·~f~cta la ~oviHd~d electroforética de la 

secuencia blanco. No pueden aplicarse pa~á.metrost~órlcos ~xactos para predecir que 

conformación tomará el ADN, nitamp-~é~)~ti~'~r el ~fecÍ~·q·u~ tendrá esta variación en 

la estructura Y en la movilidádelectroforéu~á: i:>iir 16 i~ritó la sensibilidad de PCR. SSCP 

no se puede ·predeclr····li~/,c~9~i~l~~íllehÍ.~;;De ~cuerci~•a•dat~s experimentales de 
algunos autores, la sensibÍlid~d,de éste'métbd·O'~e.détermlna por dos factores (84-85): 

1. Las condiciones de corrld,a.:d~I b~1 d.~ ,;hii~~;U~ITJida y 2. La longitud de los fragmentos 

que se analizan. Hayashl (84) ~stimaqueílaié~~ibilidadd~ este método varía alrededor 

de 92% para fragmeritosd~~1cio ~3~0 ~b\~e~~P~~xlmadamente 75% para fragmentos 

mayores de 300· 450 pb::c6rri1~a~ari~~·e~t~ien's1biiidad c~n la de otros m.étodos para 

detectar mutaclon~s.~~·de)á~a.tra~'f1~·~:~yó;ia;cÍ~~·l;ó; a exc~pcíón del método químico 

~e~:1n :~;~:ri~~t~~~u,1ti~~~~~d~~~¿~~~~~ri~~f n~~~~~t¡;?~t~~;<~~::~sq~: 

~~'.~;iililf ~illi~f f iii~ES 
condiciones con láscÚale~ s~·lo~rÓlá~nif)1friÓaciÓn del g~n APC, a~I c6m~Íaseparación 

::~:~~:::~~j'~i.~1!~!~;f~~~~f f~~1J~~~f;~~:p:: 
··intervienen e~ la rea~Ción. de ampÍificac.Íóríd~iADN; 'có~ lo~·cyalés, fi.uede lograrse la 

::?.:~:j~::f~:~::t~~t:~;~:=~~titft~Jjfi;f~~:1tt1:::; 
• productiva. Con respecto al anáÚ~is sscP; el 'rango 'd,e valores re~ortado~ para el gen 

APC (concentración de acrilamida de 5 y 6%; glicerol 5 y '10%) son.sl111ilares a los 
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valores que se encontraron en es,te trabajo a excepción del tiempo y el.voltaje. Respecto 

a este último punto puede debers.e ª· variaclone.s en el tamaño del gel, as( como también 
a Ja combinación de estos dos factores. · · . . · · 

En este trabájo, co¡no s~ r.efirió ·eJ1)~ secclcin de\~~~Ítados ~n,~n·~· etapa inicial se 

realizó la estandarlzaci.ónde 1¡¡s.}éénlcasde PCR~ SSCf>' sierliBr~'qú'e:s~vá a utilizar 

un método sea con· .. fin.es ,diagnóstico~ ;o· deiJnve~tl~~dCÍ~ id~ben\; pri~eramente 
estandarizarse Y e.val.Úars~ lf d,~~. l9~;·pa;~rri,~!~~:Si q~~¡'¡;,t~~I~.~~~ ;;pár<( asf.: obtener 

resultados confiables y reiP,r,pciu,cib.1es.;.de otra m~n~r~ ~ued~n'p~es~ritars~ ~r;ores en las 

determinaciones y resuUa~~~:·~IJ,.ii)(P/l~~~Jó'~}~~~~~pt~;·; ~,u~;. íJ~Y~~r¡ • .d~r¡ugar a 
confusiones. Así .en esta p~imera• et~p~· SE) inaiie¡áron variaciones en Jos· rangos de 

concentración de. los co,mp~ñ~·~te~Ae,iriE)~~iif~ ·~E) :~~~jifi~~~i'ÓJl'CjiJ(~o·~ criucos en 

la arnplilicacion enzi/Tiátic(~e 'ácfdo~,i)ucféfc~s;ran;biéméii iíi'~y irllµ'ortan't~ Jad~finiclón 

~::::~::::~~-~~[~~~i~r~~~~~~¡~~!~;;r.~:;: 
determinado núrnerode,clclos,la amplificación SE), detiene gradualmente.Esto puede ser 

momento de amplificar cada exon;•;y~;que;ii; 6onslderal11os:fc¡ue/.se. h~n ,ev;Juado 

::~~¡~¡~::~~: ~~~=~cj:sp1:f~~t:f~!·~~~~:~~n.~~~~tt~:~~~~:!o t:ª~u:o~:c~: 
lograra amplificar alguno de· 1~s éxones.' ~a lnllue.nci~ p~rtlcula~,d~. ª~.to~. f~ct.ores se 

evaluó como sigue: . . .·... . ·. . . . .· . . . . . 
1. Se realizaron cambios en Jas concentraciones de: MgCi2 (d.esde D.5- 2.5 mM) para ver 

que efecto propiciaban en Ja calid~d y iacantidad del producto amplificado.' 
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2. Estos mismos cambios se efectua~on para evalu.ar ·el efecto q~e tiene ~I cambio en 

la concentración de oligonucleólidos Y dNTPs en Ja· especificidad .de. la reacción de 

ampificación del gen APC, Yª que: erí literatura se'observó el uso de ~n ~ango muy 
amplio para amplificar este.mismo gen. 1••. .•,¡ \.:;,: '· · ·;:'· 

3. También se consideró.Ja cCJncent~aclÓn'~ei ADNbi,anco; ya ~Ü~ ·~s mu)importante el 

número en que esta.prese~te ei ge~ que se va a a~aiíz~~/ y qu~.enest~ cásC> es de uno. 

:./;-

~It~~~it~i~i~tr~r111 f ~~~ii~~¡~i~ 
aplicación de alía~ :te,.;;pé;~t~ias(9~;g~~~Ó)ct~; 1C>s: proclucÍ~s dilui~o~:~~ la' sC>Jución 

desnaturalizan te a' b~se'd~ ¡()rfri~r;';¡cl~''( ~g~~;~ cl~~A~t~;~iii~~t~ 5;:~~'i8;g'rá · l}~eparación 
de las dos hebras d~·ADN;;_'.:{. (,;H:,i¿) '• <' ·· '' ;•,·te•: l' '" > 

2. Evaluación. de·' 10~ factCJr~siln.vól.ucrados'·e.n:la eie~trofore¿is\en gefide 

::::::':;,~::,·;,i(~~1¡J&1~;~~~~'?,~~ti:;i:~¡~~,~~~:: 
visto que es. riece~a~iaia p;e~encliide un agente é¿tabiÍizante, ~~~ 1e a'19Jna ·;nanera 

::~:ec~~;pc:rn~::~:~:;a;u~:n;~°;Z;;,~i:;f:,~·b:~l!dr~Í~~~~r~i;fn1i;;~:;~i~::7~~~ 
3. influencia de los factores 'qÚé determinan ef' e~Íableain.i~.~to 'cte .. la~_c,oj,dicion.~s de 

corrida: variación en tempernt~ia)e'ie~Ío d~i tÍ~rT1~o d,e CCl~r11a y ~f~~tcí del.voltaje. Estos 

factores estan relacionados e~tre sí; y~· que al aumentár el voltaj~ aum'énta la tempertura 



del gel, la cual al incrementarse altera lá conformación de las hebras de ADN. Además 

el voltaje también se relaciona dir'ect~ment~ •. con .e.1 tiempo de corrida, ya que al disminuir 
el voltage aument.a el tiempo de ~arrida. E~t~ c~mbina'~ión éle voltage bajo, tiempo largo 
es la que nos resultó m'as ad~cÚada: ya que Ía varlaci1ó~ ~~ t;;mp~rátÜrá del gel fue 
mlnlma. · · ;, 1·:·"" · · > .. ; > .. · •"·' •).' · >>'..:/,.., , ........ ,.,., .. 2;.~: ,, ' " :,: .. : :,. 

1act:r:::~:1~~:ºr~~;~~~~f~íi;11~~·jf¡~Jfü~:~1~6!~~~~5fü:tjr;z.ii:·~~izc:~~ 
eficiente de mutaéicine{por P,cR ::;ssCp.< '.'{,f: .< '.'• ¡;: , ,,;,: .... 

En este trabajo seapiiC:ó;'.~s_t~ rrieto~oldgÍa pa;a ~eteétarrnGtaC:lon¿s jn él gen APC. 

~ff ?~~::Jf~:ó~P;~~~~~~~í~rr~1~t~~ii:.~ 
controles.Pero: e~te mlsmo'cambióene(patrónpara este exóniriose'presejtó en sus 
familiares -~fectados· también·coll' P~f:·i\,1 6an:rari~é~'tosúii1.~o~' p(~sent:rón.:unpatrón 
electroforétlcÓ semej~nte ~I de los s~Jet6s ~~rit~ole~.<~or 16 t~nt.o pciclrÍá~upori~rbe que 

::n::~::ci~::~~t:tóp1~k~~j~?~j:~~~~tid!~i¡1~!1i~dktl~~1J~~~ll!~~:n~~:~a; 
t ragmentó ampHficado:P~~º ·~() pÜed~ asegur~Vs~'que esie'c'arli61o'·~C)rres~onda a una 

~j~~c~~:c:;º:~t:Zlª~:;:~~;:~JJ¡:~~:~:J;i~~r;tJe~~-~-f :~~~~~;~H;~~~~~;0~~7i1;: ':: 
secuenciaClón ·de··este .. fragmer11();1~nto7pes·s1.podria ·conipro~¡¡rse.gue .. •efectivamente 
este cambio corresp~ncle. ~lf~~ot~~·pres'e~te.'}Pp; oÍ~cí ~~-d~; ~~ d¿be'de pensar con 

mayor posibilidad· dé' qu~ este;~ambl() é~~formacio~al •detecÍado. ~e~ ún. polimorfismo 
heredado por alguno de sus pa~ie:~ (q'uizá el s~íio) y qúS: ~~ te119.~"implicaclón alguna 

en la expresión de 1á;~~iel~a\t\Pc. Wi.:;': ';C;,., • "" -:•; ~ · ·~ ..•.. ·.· ''. ·~ 
Por otra. parte, ~I. s.e :d~sciarta I~. posibilidad }e~ que el can,bl~.' en•.• et patrón 

electroforetico en la pacient~ d~6Ó años cien PA.~ estuvíeraasÓc."i.do· dlrectitmente con 
el padecimiento e~ esta fa~illa, ent6n~és tienen que' estudiarse la~ p~slbles causas por 
las cuales no se detecto algún otr() c~mblÓ porSSCP eh los pacientes diagnosticados 
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con PAF. Algunas de las posibllldades para tratar de explicar /o anterior son las 
siguientes: 

1. Como se ha reportado por otros 'aurC>res (57,~62),~ no todas /as rT1utaclones en 

fragmentos. de ADN pued~n 'd,etectarse poranáu;is' SSCP ¡ ~a qJe la sen~lbilldad de este 

método no es del 100% !:'P cu~1.rÍ~;.~éi~ ~;, p~rc~ntaJe1e~ e/cua1 pu~den no detectarse 

;'~~~:::u~:c:i~;:~~~~~l~~o~CÍ4~~~~§~~~:~~t~i:i~~~~)~~~~~c~~::;~::;: 
mutaciones puntua/e.s h.a~ta ~e/e~lcl~~~ e ~f"lser,~1ofüis!:entci~éés es posible que un solo 

cambio de bases. en un ~r~g~e1nto ~º ~e Faya'déie~íacio c:~·n 1as condiciones que se 

utilizarán .en est~. 'tra~~j~·~P,~r /~ :q~~~is~;f~?éod~~hi~hte,ipr6baf otras. condiciones 

alternativas .reportadas'en\/aillteratura;•··º blen"útiUzar,;i~ó.,método para detectar 

~"~7:~~~~~~¡1f Í~~'~t·{~t·ls~~~~J¡~i~;~~.:·~,~:',;:~·;: 
transcripción (regÍónint~rmÉidi~·erÍtre)~ ~¿gicln pr~;;ot~~a ei~f~lo cle la transcripción), o 

~ . .:--. ·- - . ,. .. , ··- .. - , .. •"'· .;_.,.-- .. ' ·- .. •. -.-. ' ,. , '« 

bien en los sitios de' unión' de1;exón;introíl:(spllce•jü~ctions)idonde·ocurre el corte y 

empalme durante.e,/ proci¡¡sañ,l~~t·CJ:e~elARN i:C>rresp;ndienie,(spiié1~g del ARNm) (67). 

Ya que el análisis del gerÍ s~'r~~lizó ÚriÍc~ITI~rtt~~ara /~ r~glÓ~'~éiéffob~~Íi:de/ gen APC. 
-·. ;·•.· : ... '·"<-· ·--c."·-.·''-· ,-_,_. ~ ··- ·--·· ·: '· . . !-· .... ' ""' . .,,_ •.. - " - . 

3. La reglón promotora. 5' : y,la)eglón ~',río' tfaduéld~ de/'gein Af"C no :E!.sta comprendida 

en este análisis, y hay ~epories,de,I~ ,pre~.~~cla de ~ui~cio~~.~.·e.ri e~!o.s .siUos (64,99). 

El efecto que poddanténE!~ m'ut;~i()~esenest~s regl~n~{e~ m~y§i.tl~:ij. prin~ipa/mente 
en la reglón promoÍom, q¿ees ·c1ohcte•.~~ ~ncuentraflas.sec~~r¡cí~.~~~.rE!é:onoclryilento 

~:~~:.=:;~::~~í,~±~~it~~i~~,~!;~,~~f l~::z~':: 
4. No fueron analizad~s·. Ías ·sei:ue~cia;, ·c;;nib'ni.das .en. los; ln,irónes .'/_ ª~E!'!l.ás ~estos 
pueden de alguna ma~era ten~~,i~f/uend~ ~ri l~E!xpré~iÓn:del g~n (~~,6~}:,Hay, re~()rles 
en los cuales . se. ha detecta~~. un :'¡1¡)0 d~. proé~sarnierito áltem'ativ~. (q~e involucra 

regiones del primer exó~ e intrónl y ;también se han encontrado dUerentes tamaños en 

los transcritos del gen APC exp~esados de una manera tejido-especifica. Esto se ha 
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relacionado. con hallazgos en. estos mismos transcr'ito · 1 · · 1 b .. . . . •. . s, en· os: cua es se o servan 
diferentes inicios de transcripción • (99, 100), lo que Induce ápensar en la posibilidad de 

que reaiment.e existen m.a.·s d ... e .... ú.n·. produc· '·º···.pr.o .. te.·.·1c.·0·.··c· .. ·ºd:1·1·1·c····.·.d·. · .··. · · 1 E . .• . . .. . .·. . . . . . . . . . a o .por. es e gen. stos 
hallazgos podrían tenerimplicac.i~ne_s cUni.~~s.i~port~nt~s; y¡ que una mutación en estas 

regiones podría dar ... lug~r .. ~;altera~icinesi~n.•.'es.t.~ Iip6·~~\'procesamlento alternativo 

originando diversos grad()S :~~ exp~e~%.d13Ja protei~~ d grJb~ de proteínas implicadas: 

Entonces se puede pe.n~arque;~stá~ ~o4ffi~·ác,io~e~ ~~·ed~~n originar diversos grados 

de manifestaciones ciinic~s cÍ~ ~~~~ ~hier~·y~·d·q~ety~ 1,s~·h;nreportado, y que Incluso 

pueden agruparse .como dife:r~ntes iln,cÍ~()rJes·~~\~~~<lrÍoll? de pólipos. 

5. Como también Y<! s,e ~a i~p(,rtadci2'~n,el desa'nai1~
0

ctE{ca' de. colon pueden estar 

Involucrados otros geri9:s.·Eri ~lgu~os .de··9,,~; t~e Raf'.i'icti;,¡jil~ado {se tian encontrado 

~~t~:::S ':::;:~a:f e.~~ei~~O;Clf:itr1f 5e~:irti:¡Jut~~~·~tt~.~~V~¿:~~:~:S~~:~~:~ 
de estos genes y a~~más~ril'genA~~··{ ... >; .. , ... •··· ...•••. ;.• ... · .. ·.·•.·.·•·.· ...••... ·.·.· .. ·.··.·.•·•· 6. Puede incluso presentarS-e'heierogeneidadge,nélica;< .. •,•,( · . ·.·· . . .... 

:·~:·~fi~~~~i~t~~f ¿~f t~r~i~~~¡~i~i~~~: 
Incluyendo pulmón, hígado y rifiony,en eno.~no sehan e~c~ntrado.mutaclones en algun 

~¿~:~(~~~i~~iili1~lilli1J~:~ 
alternativo del. A~N· edil~do. da~do ·~ari1cf e~·~h1~s prodL1Cl~~- prCltéicos slnt~tlzados. 

~~~: :::::it::::~;::sj;g·ri~~~ºf :;i;z;i:~rij~1su,!:~dj~i~r:if~f~,:e~::¡:: :: 
bloslntesls. Por lo ÍanÍo la ~~r~~te,rlzá~lón ;;.;ol~cul~r _de 1.as mÜtaclo.nes es de gran 

Interés en el estudio d~ la~ propiedades biológicas del gen APC,. 
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De manera general, la delineación .del espectro de este tipo de mutaciones asociadas 

con enfemiedades genéticas definidá,. proporciona dos dlferente.s tipos de información: 

1) proporciona lniormación acerca d.e:los.me~anismosmutagénlcos que dan lugar a 

cambios en la estructura del ADN{y. 2i: PrCJpori:Íoriá claves de las alteraciones 

estructurales de las proteínas afe~t~d~s-·q~,e·;hausan el fenotipo correspondiente. 
: . '·:· '-:· ' ,_,,",~,:· ,,·:>::.,·, ):, .. ,,;,;.' .,: _,_ '· - -

Finalmente como se ha visto; .una· apllca9lónclinica relevante del estudio molecular de 

las alteraciones gen éticas en el CA c~Í~r~c'.aÍ,:~~ détectar pacientes que han heredado 

un gen APC anormal, y que.po;loÍ~nt~'.:cle~:r;olÍ~ránPAF .• Entonces este.tipo de 

investigaciones moleculares en ccinju,i;()c:o·~ ~stu~o~ clini_cos conducen al avance de dos 

aspectos muy importantes e~ est.e tlpo,cle;é~r~·}rri~d~d.es1; uri lllej~r~ntendimiento de 

la etioiogia del CA coiorrect~Í Y.•·porlo taritb.éJ~ 1/~~;c1,iCÍgéne~Ís: 2.·La aplicación de 

:::::ecc~~:~::~~:p~~:i~~:~::'.~1;:j~~tt:~:~;¡t¡~~~~J~~:i6~~~1M~~~n~:: 
CA de colon esporádi~o.: ·· ,·_ · .·•;.•< : ·-•< · · '··· · • 

Con el establedmie~i~ de_ l~s metodol~gia dePCR ySSCP para· el a~áÍisis 'del gen 

:~~:~ p:;:::le:lar a~11il~ct~~ ~~:~lO,~e:A!~t:~t·:t;~l~i:~o;~~~~l~~i~~f ::l~n :: 
enfermedades esp~cffi~as como Íibro~is quistlca. 
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CONCLUSIONES 



CO.NCLUSIONES 

1. Para establecer ,1.as condiciones óptimas del método PCR y SCP, que se utilizó en 

el análisis de mut¡¡clones del gen APC, fue necesario conocer y analizar 

los factores que participanen las propiedadesfislcoqfrnicá~ y prcicescis de 

amplificación ~<; á?idos n~cl~i~os corno son: .. · . . .• •.••. '·( , ' ' 
1) En el proceso.dei'a~plificá~ión del gen AP,C: . , , 

E,fecto. e~ lac~~t!~.~d '.?f pro_dubtcí. ªílJPÍificaªcí(especiffgldad y sensibilidad que 

~ ~~~~~ililllill~l~!:~::~:::::" 
lónlca, .• agenies •. estabÍÍi~a~tes) ~n 1a·capii.clil~~ de. resolución y separación de 

-';,~::1t,~~~t~~;~f 1~Jdt~~;~d;{'1•mp;, l~P'"Wm y 

voltaj~) en la ~e~blución y s·¿~a~aciÓfi'cte las h~bias dé ~DN a~plificado 
(Tabla 1:s>· . .. . .·.••··. :'· · ' · •, .:z;-; - · · 

:.· .... 

2. Con el análisis PCR-ssCP de ul1 grupo de p'er~6ná~ que incilJ'y~'·ta~t? p~rsonas 

::::~;::i::nn:;21i~t~SJi~~~~¡dc:~¡:r:t~~¡tj~t;;0~~ói~:~tr~~~}al ~n el 

· ... > ,_._: .~~' ·~>;./:·:·:-· ;». ;~.( 

3. Con la estandarizacióri d~esternéto,dci,s~e~tableceunaherrernient~~~y útil para 

el diagnóstico mol~~ular de. ~~te 11µb de. pad.ecimfon'ios; ya~é¡úe se puede aplicar 

además del anáÍisis rnutaclo~al d~I genAPC, al a~áll~ls de otros genes. 
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