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1. RESUMEN

El gen K-ras que codifica para una proteina de 189 aminoécidos implicada en la
transduccion de sefiales a través de la membrana plasmatica, ilustra de que
manera los cambios en un solo nucledtido pueden convertir una secuencia

“normal” en la versién oncogénica del gen.

En el presente trabajo se estandariz6 un protocolo que permitirAd detectar una
mutacion en el gen K-ras asociado con la predisposicion genética para desarrollar
cancer; para lo anterior se utilizé la base de datos PubMed con el fin de obtener
las secuencias de las mutaciones ya publicadas en el gen K-ras. Se realiz6 la
extraccion de DNA de lineas celulares de cancer humano (T47D, MDA231, 293T,
CALO e INBL) como controles positivos y muestras de personas sanas como
problema. A cada una de las muestras se le extrajo DNA, se cuantificO y se
amplificé utilizando la reaccion de PCR con 30 ciclos a una temperatura de
alineacion de 58°C. Posteriormente se prepararon geles de acrilamida al 5% y se
realizo la electroforesis a 180 volts por 1.5 hrs., para analizar los productos
obtenidos a partir de la amplificacion. Finalmente se corté la banda y se llevo
acabo la extraccion de DNA por un método de difusién; el producto resultante se
cuantificé y se corri6 nuevamente en gel de acrilamida para verificar su pureza,
este producto se secuencio para detectar la presencia o no de la mutacién en
dicho gen. Esta tecnologia se escalara al laboratorio de Genética Clinica de la
FES Zaragoza para que los alumnos de la carrera de QFB puedan detectar un
aspecto asociado con la predisposicion a desarrollar Cancer por medio de la

deteccion de mutaciones en el gen K-ras.

Este trabajo recibié apoyo del proyecto PAPIME PE204105, DGAPA, UNAM



2. INTRODUCCION

La ocurrencia de tumores malignos constituye uno de los principales problemas de
salud en el mundo. En México, han ocupado uno de los cinco primeros lugares
como causa de muerte durante los dltimos afios. La primera conexion entre el
cancer y la genética se propuso a principios del siglo XX, y esta idea ha servido

como una de las bases de la investigacion sobre el cancer.

El cancer, neoplasia o tumor, puede considerarse una enfermedad genética que
se desarrolla en organismos superiores, en la mayoria de los tejidos y en todo tipo
de células sométicas. Bajo el nombre genérico de cancer se engloba un conjunto
de enfermedades que tienen en comun un crecimiento celular desordenado
(tumor) y una colonizacion tisular (metastasis), todo ello determinado por una

mutacion inicial seguida de la acumulacion de otras mutaciones sucesivas.

El cancer probablemente es la enfermedad mas intensamente estudiada desde
varios puntos de vista, pasando en los ultimos afios de un conocimiento casi nulo
a un gran avance en diversos aspectos moleculares, desde aquellos que explican
la proliferacion excesiva y la pérdida de células por apoptosis, hasta los

mecanismos por los que se generan las metastasis.

Con el presente trabajo se pretende iniciar el estudio sobre la deteccién de
mutaciones en los genes asociados con la predisposicién a desarrollar cancer
cérvico-uterino, utilizando técnicas de Biologia Molecular Béasica, que puedan

realizarse en el Laboratorio de Genética Clinica.



3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 CICLO CELULAR

Las células que conforman el tejido normal responden a estimulos y sefales tanto
externas como internas que les indican si deben proliferar o detener su division.
Cuando este control se pierde, se establece el cancer debido a la expresion
errénea de genes que codifican proteinas reguladoras de este proceso, ya sea por
alteraciones genéticas o epigenéticas. En la actualidad, se han asociado al menos
90 genes con transformaciones malignas de células y se clasifican como
oncogenes Yy genes supresores de tumores, los cuales tienen como
denominador comun la participacion directa en la regulacién del ciclo celular y, por

lo tanto, se encuentran involucrados en la proliferacion celular®.

El ciclo celular es un proceso fundamental en todos los organismos, eucariontes
y procariontes. Un ciclo celular es la rutina metabdlica que realiza una célula para
multiplicarse por medio de una red de eventos bioquimicos y moleculares. La
importancia del ciclo celular se manifiesta a través de la evolucién, ya que los
procesos bioquimicos involucrados en este fendmeno persisten desde las

levaduras hasta el ser humano.

El ciclo celular lo forman las fases G4, S, G, y M y esta acoplado al ciclo de control
del crecimiento en el que existen sefales de diferenciacién celular y factores de
crecimiento. Una célula que se encuentra diferenciada en la fase Gy pasa a la fase

G+, mediante un estimulo dado por un factor de crecimiento "'°.

En la fase G1 se ubica un sitio de control llamado punto de restriccion en el que
actuan los genes supresores de tumor; cuando este nivel se alcanza la célula pasa
a la fase S, donde se sintetiza el DNA, que a su vez se analizara y si es necesario
se reparara en la fase de G, antes de entrar a la mitosis. Terminada la mitosis, el

estimulo proliferativo puede seguir originando varias divisiones celulares. Al cesar



el estimulo de un factor de crecimiento o recibir una senal de diferenciacion, la

célula pasa del punto de restriccion de la fase G4 a la fase G¢°.
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Fig. 1. Ciclo celular y control del crecimiento. Cuando la célula es estimulada en la fase Gy por factores de
crecimiento pasa a la fase G4, S, G2 y M para tener una division completa. Una vez que el estimulo del factor
de crecimiento desaparece o por medio de factores de diferenciacion, la célula regresa a la fase Go.

El camino que sigue un estimulo esta dado por un factor de crecimiento, desde el
espacio extracelular hasta el nucleo de la célula, involucra una serie de proteinas
con diferentes ubicaciones celulares y funciones. Un factor de crecimiento es una
sefal extracelular (ligando) que se une a su receptor especifico anclado en la
membrana citoplasmica, el cual lleva la senal hacia el interior de la célula de tres

formas’*?:

1. El receptor se une a su ligando y la parte citoplasmica del receptor tiene
actividad enzimatica de cinasa de tirosina o de cinasa de serina-treonina.

2. El receptor se une a su ligando y la parte intracitoplasmica del receptor se
acopla a proteinas con actividad de cinasa de tirosina.

3. El receptor se une a su ligando y la parte citoplasmica activa proteinas con

actividad de GTPasa (proteina G).



Una vez que el receptor fosforila la primera proteina citoplasmica, ésta a su vez
fosforila a otra, iniciandose una serie de fosforilaciones a través de proteinas
citoplasmicas cuyo blanco final es un factor transcripcional. Dichos factores
transcripcionales son proteinas que pueden transportarse del citoplasma hacia el
nucleo y unirse en regiones reguladoras de genes para activar la transcripcion de

las ciclinas que van a participar en el ciclo celular®'*.
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Fig. 2. El estimulo que recibe la célula para proliferar, llega hasta el nicleo mediante proteinas que tienen
funcién como factor de crecimiento, receptores, cinasas citoplasmicas y factores transcripcionales. Estas
proteinas codificadas por protooncogenes pueden sufrir mutaciones y originar un oncogen.

3.2 GENES RESPONSABLES DEL CANCER.

Las mutaciones, presentes en las células cancerosas, que provocan la aparicion
de las caracteristicas tumorales afectan genes cuyos productos proteicos regulan
la proliferacion celular, la apoptosis (muerte celular programada) o la senescencia
celular (envejecimiento), por lo tanto debemos definir la existencia de dos tipos de
genes cuya alteracion se relaciona con el proceso canceroso: oncogenes y genes

supresores de tumores u oncosupresores.



3.2.1 Genes supresores de tumor y oncogenes.
En general, la mitosis se puede regular de dos formas'®:

1. Por genes que actuan normalmente deteniendo la division celular y

2. Por genes que normalmente funcionan promoviendo la division celular.

La primera clase llamados genes supresores de tumores (oncosupresores),

codifican proteinas que actuan deteniendo la proliferacion o bien induciendo la

apoptosis. Cuando una mutacion del gen genera una proteina no funcional o

impide su sintesis, la proliferacion pierde su control o bien la apoptosis nunca tiene

lugar, por lo que la proliferacién es excesiva y da lugar al cancer *°.

3.2.1.1 Tipos de genes supresores.

Los genes oncosupresores codifican proteinas que actuan en distintos puntos de

las rutas de sefalizacion, del control del ciclo celular y de la apoptosis™;

e Los factores inhibidores del crecimiento celular. La mutacion del gen

oncosupresor correspondiente anula la funcionalidad de la proteina

sintetizada. Ejemplo: el gen oncosupresor dcc codifica una proteina de

adhesion celular, ausente en el carcinoma de colon.

e Los receptores de estos factores inhibidores o de hormonas que

frenan el crecimiento celular. La forma mutada del gen oncosupresor

codifica un receptor insensible a su ligando o que no transmite la senal al

interior de la célula. Ejemplo: el gen oncosupresor que codifica el receptor

de membrana para el factor B de crecimiento transformante (TGF-B).

e Las proteinas citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de

transduccién de sefales acoplados a los receptores anteriores. La
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situacion varia segun sea la funcion concreta de la proteina. Ejemplo: el
gen oncosupresor nfl codifica para la neurofibromina, una proteina que
estimula la actividad GTPasa de Ras, en consecuencia la inactiva. En la
enfermedad de Recklinghausen, el gen nf1 estd mutado, por lo que la
neurofibromina es defectuosa, la proteina Ras no hidroliza GTP y queda en

forma activa mas tiempo del normal, lo que aumenta la proliferacién.

e Los factores de transcripcién que dirigen la expresion de genes cuyos
productos proteicos frenan el ciclo celular o producen apoptosis.

Ejemplos: los genes oncosupresores Rb y p53.

e Las proteinas que frenan el ciclo celular o producen apoptosis. El gen
mutado no expresa la proteina o da lugar a una forma no funcional. Un

ejemplo es el gen oncosupresor p53.

3.2.1.2 Caracteristicas de la expresion de los genes oncosupresores.

La pérdida de la funcién de un gen oncosupresor sélo se produce cuando han
mutado los dos alelos (individuos homocigaéticos). Es decir, la forma mutada de un
gen oncosupresor se expresa con caracter recesivo. Esto es asi puesto que la
mutacion produce pérdida de funcidon en la proteina, pero las moléculas de
proteina sintetizadas a partir del alelo normal pueden suplir esa carencia, al menos

parcialmente "% 1°.

La herencia de los genes oncosupresores mutados es la que corresponde a su
caracter recesivo, pero solo tiene lugar cuando la mutaciéon ha afectado a células
germinales. La probabilidad de que ocurra una mutacion somatica en los alelos de
una misma célula es baja, por lo que la homocigosis generada de novo es poco
frecuente; sin embargo, los individuos heterocigéticos en un gen oncosupresor

tienen predisposicidn a la aparicion de cancer, ya que solo necesitan una mutacion
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somatica en el otro alelo para perder totalmente la funcién de la proteina
oncosupresora. A continuacion se muestra un cuadro de correlacion de genes

supresores de tumores con algunos tipos de cancer’;

Gen supresor de tumor Correlacién con neoplasias

Rb Implicado en neoplasias de retina, hueso, pulmén, vejiga y
mama

p53 La pérdida de la funcion de p53 se vincula con mas de 50 tipos

de cancer en seres humanos

FHIT Implicado en el cancer de mama y pulmoén
BRCA1 Asociado a tumores de mama y ovario
BRCA2 Relacionado con el cancer de mama

VHL Implicado en tumores malignos de rindn
NF-1 Relacionados con los neurofibromas

APC Asociado a tumores de colon y estdbmago

Cuadro 1. Correlacion de genes supresores con algun tipo de proceso canceroso.

Los genes de la segunda clase, llamados protooncogenes, funcionan
normalmente promoviendo la divisién celular. Estos genes pueden activarse o
desactivarse, cuando estan activados, promueven la divisidon celular. Para detener
la division celular, estos genes y/o sus productos génicos, tienen que inactivarse.
Si los protooncogenes quedan permanentemente activados, entonces se da una
divisién celular incontrolada, lo que origina la formaciéon de un tumor. Las formas

mutantes de los protooncogenes se conocen con el nombre de oncogenes?.
3.2.1.3 Tipos de oncogenes.
Se han identificado oncogenes que codifican proteinas muy diversas'?.

e Los factores estimuladores del crecimiento celular. La mutacién oncogénica

origina una produccién excesiva del factor proteico o una mayor actividad

12



de éste. Ejemplo: el oncogen sis que codifica para la cadena B del factor

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

Los receptores de factores de crecimiento o de hormonas, presentes en la
membrana o dentro de la célula. Para el caso de un factor de crecimiento u
hormona estimuladores de la proliferacion, la forma oncoproteica del
receptor puede ser aquella con una conformacion que la mantiene activa
aunque no se le una el ligando. Si se trata del receptor de un factor u
hormona inhibidores del crecimiento, la oncoproteina es aquella que no
responde a la unién del ligando. Ejemplo: el oncogén erbB codifica el

receptor de membrana para el factor de crecimiento epidérmico EGF.

Las proteinas citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de
transduccion de senales. La mutacién hace que el oncogén exprese una
proteina que se mantiene activa sin necesidad de que le llegue la sefal.

Ejemplo: el oncogen ras que codifica una proteina G monomeérica.

Los factores de transcripcion que controlan la expresién de genes que
codifican a su vez proteinas implicadas en la sefalizacién, el control del
ciclo celular o la apoptosis. Ejemplos: los protooncogenes fos, jun y myc.
El oncogén erbA codifica el receptor intracelular para hormonas tiroideas,

que es un factor de transcripcion.

Las proteinas responsables de la activacion directa del ciclo celular (tales
como las ciclinas o las cinasas y las fosfatasas activadoras de las Cdk) o
de la inhibicion de la apoptosis. Los oncogenes respectivos expresan
proteinas en mayor cantidad o con la funcién aumentada. Ejemplos: el
oncogén bcl-1 codifica la ciclina D1, cdk1l modifica la cinasa dependiente
de ciclina Cdk1, mdm-2 codifica un antagonista de la proteina p53, bcl-2
codifica una proteina mitocondrial que bloquea la apoptosis al inhibir a las

caspasas’.

13



3.2.1.4 Caracteristicas de la expresion de los oncogenes.

Puesto que existe ganancia de funcién en la oncoproteina, basta con que esté
mutado uno de los dos alelos del protooncogen para que se exprese el efecto de
la oncoproteina anormal. En consecuencia los oncogenes se expresan con
caracter dominante, y los individuos heterocigotos para un oncogen sufren sus
efectos de forma similar a los homocigéticos” 2 °. La herencia del oncogén sera
acorde con este caracter, pero solo si la mutacion del protooncogen afecta a las
células germinales. A continuacién se muestra una tabla donde se mencionan

algunos oncogenes y tumores humanos relacionados'?:

oncogenes Neoplasia (s) Lesion
Abl Leucemia mielégena cronica | Translocacion
erbB Carcinoma de células | Amplificacién

escamosas; astrocitoma

Neu Adenocarcinoma mamario, | Amplificaciéon

ovarico y gastrico

Gip Carcinoma de ovario y de|Mutaciones puntuales

glandula suprarrenal

Gsp Adenoma hipofisario, | Mutaciones puntuales

carcinoma tiroideo

Mic Linfoma de Burkitt, | Translocacion, Amplificacion
Carcinoma de pulmon,

glandula mamaria y cuello

uterino

L-mic Carcinoma de pulmoén Amplificacién

N-mic Neuroblastoma,  carcinoma | Amplificacion
pulmonar de células
pequefias

H-ras Carcinoma de colon, pulmén | Mutaciones puntuales

y pancreas; melanoma
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K-ras Leucemia aguda mieldgena y | Mutaciones puntuales
linfoblastica; carcinoma de

tiroides, melanoma

N-ras Carcinoma genitourinario y | Mutaciones puntuales

tiroideo; melanoma

Ret Carcinoma tiroideo Redisposicion

K-sam Carcinoma de estdmago Amplificacion

Cuadro 2. Oncogenes y tumores humanos relacionados.

Dentro del laboratorio se ha iniciado el estudio tanto de genes oncosupresores,
como de oncogenes utilizando técnicas de Biologia Molecular Basicas como el
aislamiento de DNA y RNA, asi como la amplificacion de secuencias especificas
del material genético realizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Dichas técnicas se mencionan a continuacion.

3.3 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR BASICAS PARA EL ESTUDIO DE
GENES RELACIONADOS CON EL DESARROLLO DE CANCER.

3.3.1 Extraccion de DNA

La estructura basica del DNA es idéntica en todos los organismos; esta compuesto
por cadenas de nucledtidos unidas por la complementariedad de las bases a
través de puentes de hidrégeno entre Ay T (Adenina y Timina), C y G (Citosina y
Guanina) en forma de doble hélice. EI DNA esta localizado dentro del nucleo de
las células eucaridticas, rodeado de proteinas, histonas y organizado en

cromosomas®.

El aislamiento del DNA, es el primer paso en cualquier analisis genético. Dada la
complejidad de esta molécula, los acidos nucleicos son dificiles de separar de los
componentes de membrana (lipidos, proteinas, carbohidratos) y de oftras
moléculas solubles (polisacaridos)® . Generalmente, se lleva a cabo el método

de extraccion de DNA con fenol/ cloroformo/ alcohol isoamilico.

15



En este método, la primera etapa en la extraccion de DNA es la lisis de las
membranas externa y nuclear de las células; se realiza en un medio alcalino, por
la accion de detergentes y enzimas proteoliticas, como la proteinasa K para liberar

el material genético.

Durante la segunda etapa, se lleva a cabo la extraccion organica, las proteinas
contaminantes se desnaturalizan y se depositan en la interfase entre la fase
acuosa y la fase organica. Los acidos nucleicos permanecen en la fase acuosa.

El fenol se utiliza a pH 8 para evitar la formacion de productos oxidativos que
dafian los acidos nucleicos®. La mezcla fenol/ cloroformo se utiliza para las
extracciones, ya que facilita la desnaturalizacion de proteinas y la precipitacion de

éstas en la interfase.

Por ultimo, en la precipitacion con etanol absoluto, las sales permanecen en

solucién, mientras que los acidos nucleicos forman un precipitado blanco en forma

de malla que se puede separar por centrifugacion® '2.

Faze acuosa
—

\ )
N
/ N - s

Faze organica
Baton celular g

A B C

Fig. 3. A) Primer etapa: lisis celular por accién de algunos detergentes. B) Segunda etapa: extraccion organica
(desnaturalizacién de las proteinas). C) Tercera etapa: precipitacién con alcohol absoluto.
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3.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En 1986, se desarroll6 una nueva técnica denominada reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que ha ampliado enormemente el poder de la investigacion del
DNA recombinante®. La PCR permite la amplificacion directa de segmentos
especificos, y puede utilizarse en fragmentos de DNA que estén presentes,

inicialmente, en cantidades infinitesimalmente pequenas.

Se basa en la amplificacién de un segmento de DNA utilizando DNA polimerasa y
cebadores, oligonucledtidos que hibridan con la cadena complementaria a la
secuencia a amplificar. Hay tres pasos fundamentales en la reaccion de PCR, y la
cantidad de DNA que se amplifica solo se limita, en teoria, por el numero de veces
que se repiten estos pasos®* .

1. Primero, el DNA que se quiere amplificar se desnaturaliza en cadenas
sencillas. Este DNA no necesita estar ni purificado ni clonado, y puede
provenir de distintas fuentes, incluyendo DNA gendmico, muestras forenses
como sangre seca 0 semen, muestras almacenadas en registros médicos,
pelos, restos momificados, y fésiles. EI DNA de doble cadena se
desnaturaliza por calor (a unos 90°C) hasta que se disocia en cadenas

sencillas (normalmente 5 minutos).

2. Los cebadores hibridan al DNA de cadena sencilla. Estos cebadores son
oligonucledtidos sintéticos que hibridan con las secuencias flanqueantes del
segmento a amplificar. Generalmente se utilizan dos cebadores diferentes.
Cada uno de ellos tiene la secuencia complementaria a una de las dos
cadenas del DNA. Los cebadores se alinean con sus extremos 3’
encarados ya que hibridan a cadenas opuestas. La utilizacion de cebadores
sintéticos significa que se debe tener alguna informacién de la secuencia de

DNA que se quiere amplificar.

17



3. Ala mezcla de reaccidn se le afiade una DNA polimerasa resistente al calor
(polimerasa Taq). La polimerasa extiende los cebadores en direccion 5-3,
utilizando como molde al DNA de cadena sencilla unido al cebador. El
producto es una molécula de DNA de doble cadena con los cebadores

incorporados en el producto final.

Cada grupo de tres pasos (desnaturalizacion del producto de doble cadena,
hibridacién de los cebadores, y extension por la polimerasa) se denomina ciclo.

Generalmente, cada paso del ciclo se realiza a una temperatura diferente® * °.

El ciclo puede repetirse llevando a cabo otra vez todos los pasos. Empezando con
una molécula de DNA, el primer ciclo produce dos moléculas de dos ciclos
producen cuatro, tres ciclos producen ocho, etcétera. Veinticinco ciclos amplifican

varios millones de veces el DNA en cuestion.

tris-HCI (pH = 8.0) DNA
KCl /
MgCl,  —,

(F ~ '\\: L
AR
N o
>
Polimerasa o /’;J
de DNA I Iniciadores ,,—"i\"’
Desoxirmibonucledtidos ’,»‘/\1 s
trifosfatados _‘4 l..“'h-‘
Yy
P, dTTP, dGTP
(dATP, dCTP, ) 90°c 55°C !-.
a) Mezcla de reaccion b) Desnaturalizacion c) Alineacion

(30 Ciclos)
Repetir de b) a d)

- -~ O .‘_41‘:::?',.
Pty [} f Rl R, U =gl N
A 4**’. - ™~ N A‘-r(\'q\—*“
= o= N i :‘.‘-'“:;"‘".
-~ A e b
b * TERMOCICLADOR AT
.l"
70°C L —
d) Extension Millones de copias

Fig.4. Pasos a llevar a cabo en la realizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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3.3.3 Electroforesis

Se basa en la capacidad de las macromoléculas cargadas para desplazarse en un
campo eléctrico, con velocidad proporcional a su carga e inversamente
proporcional a su tamafno. Las moléculas de DNA poseen una carga negativa
uniforme por unidad de masa cuando el pH es alcalino, lo cual permite que su
movilidad hacia el &nodo (+) sélo esté determinada por el tamafio de la molécula®
12 La separacién de los fragmentos de DNA de doble cadena se realiza en geles
de agarosa o de poliacrilamida; en ambos casos el gel se prepara con distintas
concentraciones en funcion al tamafo de los fragmentos de DNA que se requiere

separar.

Una vez separadas las moléculas de DNA se visualizan normalmente por la
fluorescencia de algunos compuestos que se unen a ellas. El mas utilizado es el
bromuro de etidio cuya fluorescencia aumenta cuando se encuentra unido al
DNA?Z34

ooooo a

Fig. 5. A) Gel de acrilamida, B) Camara de electroforesis conectada a una fuente de poder, C) Fotografia de
un gel de acrilamida una vez tefiido con bromuro de etidio.
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3. 3.4 Secuenciaciéon (Método enzimatico o de Didesdxidos)

No resulta sencillo conocer la secuencia del genoma humano, sin embargo en la
actualidad se conocen las secuencias de una considerable cantidad de genes y
varias alteraciones estructurales como mutaciones, inserciones, deleciones, etc.,
que conducen a trastornos funcionales, y por lo tanto, a enfermedades

especificas.

Para llevar a cabo el método de didesoxidos, se requiere del molde de DNA, un
iniciador (Cebador), desoxirribonucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
didesoxirribonucleotidos (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) y la enzima polimerasa
de DNA (Taq Polimerasa de DNA), en un amortiguador que contenga cloruros de
Magnesio y de Potasio (MgCly, KCI)* *,

Para que la polimerasa de DNA pueda iniciar su sintesis, es necesario que los
cebadores se fijen de forma especifica al molde de DNA, asi, la enzima comienza
a anadir dNTP a la cadena en crecimiento por complementariedad de bases (se
forma un enlace fosfodiester entre el extremo 3'OH terminal de la cadena y el

grupo 5'PO4* del dNTP afiadido)’.

Un requisito para este método, es que, uno de los ANTP ahadido debe
encontrarse marcado de forma radioactiva (**PdATP). La reaccidn se lleva a cabo
en 4 tubos donde se adiciona un ddNTP diferente; asi cuando el ddNTP
equivalente se incorpora en la cadena en crecimiento, se detiene la elongacion de
la misma (debido a que ddNTP carece de grupo OH y por lo tanto no puede
formarse otro enlace fosfodiestér). A partir del tubo que contiene ddATP, se
obtendran cadenas que terminan con la base A y asi sucesivamente para las
cadenas que se sintetizan en los tubos ddCTP, ddGTP, ddTTP'.

Después de efectuarse las cuatro reacciones, se separan las cadenas de cada

tubo en un gel de acrilamida, es importante sefalar, que cada producto obtenido
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se coloca en un carril diferente en la electroforesis y se debe identificar

correctamente. Posteriormente se realiza una autorradiografia y por ultimo se lee
la secuencia de DNA.

[Taq polirmeraza, DNA,
rebadores, dWNTP*,
Cloruro de magnesio v

potasio
W W, x’ﬂ.‘ W,
4 4 R 4
I ] I I
i . . i
ddATF ddCTP ddGTP ddTTF
dda dd
— e e e AT
—_ddd adt dd
- P — ddT

G
I
- T Secuencia obtenida
C
o,

FIG. 6. Secuenciacion de DNA. Método enzimatico de cadena terminal o didesodxido.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Genética en las ultimas décadas ha avanzado de forma vertiginosa. El
desarrollo de megaproyectos como el Proyecto Genoma Humano ha permitido
secuenciar todo el material genético que constituye a las células humanas y
también a otros organismos, incluidos diversos microorganismos, vegetales,
mamiferos, etc. El avance en este conocimiento tiene impacto en el desarrollo de
tecnologias que permiten un mejor diagnéstico y tratamiento de todas las
enfermedades que afectan a los seres vivos incluyendo al humano. Por lo anterior,
es sumamente importante actualizar el programa de estudios del médulo de
Genética Clinica, para lo cual proponemos modificar los protocolos de practicas ya
existentes, ademas de incluir nuevos protocolos, que permitan a los profesores y
alumnos manejar la informacion que se genera para conocer Yy utilizar los métodos
de diagnostico, prondstico y tratamiento de las enfermedades que afectan al ser

humano.

En el presente proyecto disefiamos y calibramos un protocolo de practicas que
permite detectar la presencia de mutaciones en el gen K-ras con el fin de detectar
la predisposicion genética a cancer. Para lo anterior fue necesario aprender a
utilizar las bases de datos descritas en PubMed para emplear las secuencias de
las mutaciones ya publicadas en el gen K-ras y montar un protocolo de PCR que

permitié detectar la presencia de dichas mutaciones.

Para calibrar las técnicas, utilizamos lineas celulares de cancer cérvico uterino
obtenidas en la Unidad de Diferenciacion Celular y Cancer de la FES Zaragoza y
en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, que sirvieron como
controles positivos. Con ese material bioldgico se calibraron las técnicas de:
extraccion y cuantificacion de DNA utilizando microtécnicas, PCR, electroforesis y
purificacion del producto de PCR a partir de las bandas obtenidas después de la
electroforesis en poliacrilamida, ese DNA purificado se utiliz6 para su

secuenciacion. Todos los protocolos se desarrollaron y probaron en el Laboratorio
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de Inmununologia Molecular con el fin de escalarlos al laboratorio de docencia de

Genética Clinica.

Lo anterior sera de utilidad para que los estudiantes de la carrera de QFB que
cursan el 8° semestre manejen la metodologia y las bases tedricas que se
soportan las técnicas para el diagnéstico de enfermedades de origen genético
como el cancer cérvico-uterino y de esta manera en un futuro los estudiantes
posean los conocimientos para ayudar en la prevencion y diagndéstico oportuno de

dicho padecimiento.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estandarizar el protocolo para la deteccion de la mutacion en el gen K-ras que se

asocia con la predisposicion genética al desarrollo de cancer.

5.2 Objetivos particulares

Realizar la fundamentacion tedrico-metodoldgica de las siguientes técnicas:
a) extraccion de acidos nucleicos (DNA); b) cuantificacion de acidos
nucleicos, c) PCR; d) electroforesis en acrilamida; f) tincion con bromuro de
etidio y g) purificaciéon del producto de PCR a partir de las bandas de la

electroforesis, para su secuenciacion.

Utilizar y calibrar los protocolos ya descritos en el laboratorio de
Inmunologia molecular para: a) extraccibon de DNA, b) purificacion y
cuantificacion de DNA, c) amplificacion por PCR del gen K-ras, d)
electroforesis en acrilamida de los productos de PCR, f) tinciébn con bromuro
de etidio, g) Extraccion de DNA a partir de las bandas de productos de
PCR.

Elaborar el protocolo para la evaluaciéon de las mutaciones en el gen K-

ras en lineas celulares de cancer cérvico uterino
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

La amplificacién por PCR de un segmento de DNA gendmico que corresponda a
las regiones que con mayor frecuencia mutan en la proteina Kras nos permitira
generar la suficiente cantidad de amplicon de PCR, para que posteriormente con
la secuenciacion de esa region se pueda detectar la presencia de mutaciones en

el gen K-ras asociadas con mayor susceptibilidad de desarrollo de cancer.
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7. MATERIAL

7.1 Material Biologico

DNA de las siguientes lineas celulares:

. T47D

. MDA231

293T

CALO

INBL

. DNA PROBLEMA
. DNA PROBLEMA

N o A W N R

7.2 Material de laboratorio y Equipo

Microcentrifuga (Eppendorf 5415C)

Termociclador (MJ Research)

Vértex (Daigeer)

Micropipetas (Eppendorf): 1.5ul, 2.5ul, 10ul, 200ul, 1000pl
Espectrofotometro (WPA)

Refrigerador (Revco)

Campana de flujo laminar (Veco)

Camara de electroforesis vertical (BIO-RAD)

Equipo analizador de geles (Gel Doc 1000, BIO-RAD)
Tubos Falcon: 15mL, 50mL, nuevos y estériles
Tubos Eppendorf: 1.5mL, 2.0mL, nuevos y estériles

Caja de Petri

7.3 Reactivos

Amortiguador de lisis
Acetato de Sodio (Sigma) 375mM p H 5.5
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e Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico (50:48:2) (Sigma)
e |sopropanol (Sigma)

e Alcohol etilico absoluto (Merck)

e Etanol 80% (Merck)

e TE (Tris 10mM, EDTA 1mM pH 8.0)
e Amortiguador PCR 10x

e MgCl,25mM (Sigma)

e dNTP’s 25mM (Pharmacia)

e oligo K-ras 20 uM

e Tag polimerasa 5 U/ pl (Perkin Elmer)
e Agua para PCR

e Aceite mineral (Sigma)

e Acrilamida (USB/Amersham)

e Bis acrilamida (Sigma)

» Acrilamida/bisacrilamida 29:1

e TBE 10X (tris- &cido boérico- EDTA)

e Tris base (Sigma)

e EDTA (Sigma)

e Amortiguador de carga

e Bromuro de etidio (Sigma)

e Agua destilada (Hidropura)

e TEMED (Sigma)

e Persulfato de amonio al 10% (Sigma)
e Acetato de sodio 3M (Sigma)

e Oligos Kras

5 CCTTATGTGTGACATGTTCT 3° Forward
5 TCTGAATTAGCTGTATCGTC 3” Reverse °2%°
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8. METODOLOGIA

8.1 Extraccién de DNA

Procedimiento

e Se resuspendio el botén celular de cada una de las lineas con 80 pl de
amortiguador de lisis y se incub6 durante 1 hora a 37°C.

e Se ajusto el volumen a 400 pl adicionando 320 pl de acetato de sodio.

e Se mezcld lo mejor posible y se incub6 durante 1 hora a 37°C.

e Se adicion6 480 pul de la mezcla fenol: cloroformo: alcohol isoamilico.

e Se agit6é en vértex durante 5 minutos.

e Se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Se separo la fase acuosa y se adicion6 el mismo volumen de isopropanol
previamente enfriado a -20°C.

e Se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 minutos a -4°C.

e Se elimino el sobrenadante con ayuda de una micropipeta

e Se adiciond6 un volumen de 980 pl de alcohol etilico absoluto.

e Se centrifug6 a 13,000 rpm durante 15 minutos.

e Se desecho el sobrenadante y se adicionaron 500 pl de etanol al 80% (frio).

e Centrifugar nuevamente a las mismas revoluciones y por el mismo tiempo.

e Se elimind el sobrenadante y se colocaron los tubos en el termociclador a
60°C por 5 minutos o se dejan secar durante 24 horas en un lugar limpio a
temperatura ambiente.

e El boton es estable a -20°C o bien se puede resuspender en 50 ul de TE y
se almacena a -20°C.
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= Extraccion de DNA =
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Fig. 1. A) Resuspender la linea celular con amortiguador de lisis + pronasa. B) Incubar a 37°C por una hora.
C) Adicionar acetato de sodio y mezclar lo mejor posible. D) Incubar nuevamente a 37°C una hora. E)
Adicionar la mezcla Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico y agitar. F) Centrifugar. G) Separar la fase acuosa.
H) Adicionar un volumen de Isopropanol. 1) Centrifugar. J) Eliminar el sobrenadante. K) Adicionar alcohol
etilico frio. L) Centrifugar. M) Eliminar el sobrenadante. N) Colocar el tubo en el termociclador para secar o
dejar a temperatura ambiente 24hrs.
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8.2 Hidratacidon y Cuantificacion del DNA

Procedimiento

e Se hidrat6 la muestra con 20 pl de agua DEPC al 1% estéril.

e Se agité durante 5 minutos y se mantuvieron las muestras en refrigeracion
(4°C) de 1-2 horas agitando con voértex cada 30 minutos.

e Se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 segundos.

e Se adicion6 1 pyl de DNA a un tubo eppendorf y se agregaron 199 pl de
agua millipore, lo que generd una dilucién (1:200).

e Se determind la absorbancia de las muestras a 260 nm.

e Se evaluo la concentracion de DNA con la siguiente férmula

DNA (ug/pl) = Absorbancia 2sonm X 50 pg x factor de dilucion
1000 pl

= Hidratacién y Cuantificacién de DNA=

|

&
C

Fig. 2. A) Hidratar la muestra. B) Agitar la muestra ya hidratada. C) Centrifugar. D) Realizar dilucion. E) Leer
absorbancia a 260nm y determinar la concentracion de DNA presente.
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8.3 Amplificacion del gen K-ras

Procedimiento

e Se etiquetaron 8 tubos eppendorf con base en la numeracion proporcionada
a cada linea celular (NUmero 8 corresponde al control negativo).

Se utilizo el DNA de las siguientes lineas celulares:

. T47D

. MDA231

293T

CALO

INBL

. DNA PROBLEMA
. DNA PROBLEMA

N o A W N R

e Se preparo la mezcla de reaccion considerando que el volumen final en un
tubo de reaccion es de 20 pl durante la adicion de todos los reactivos, los

tubos se mantuvieron en hielo y la mezcla se preparé en la campana de

flujo laminar.

Reactivo Concentracion/Reaccion HI/Rxn pl/8.5 Rxn
Amortiguador PCR 10x 1x 2.0 17.0 pl
MgCl; 25 mM 2mM 1.6 ul 13.6 ul
dNTP’s 5SmM 0.2 mM 0.8 pl 6.8 ul
Taq polimerasa 5 U/ pl 0.5U 0.1 pl 0.85 ul
Agua Para PCR 14.4 pl 122.4 ul
Volumen final 18.9 ul 160.65 pl
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e La mezcla de reaccion se preparé en el tubo etiquetado como nimero 8, se
agitd, se adicionaron 0.8 pl del oligo Kras y se adicionaron 19 pl de la
mezcla en cada tubo.

e A cada tubo se adicion6 50 pl de aceite mineral.

e Fuera de la campana de flujo laminar se depositaron los siguientes

volumenes de DNA en el tubo correspondiente:

Linea celular Volumen (ul)
1. T47D 0.34
2. MDA231 0.48
3. 293T 0.20
4. CALO 1.40
5. INBL 2.00
6. DNA PROBLEMA 1.00
7. DNA PROBLEMA 0.20
8. CONTROL (-) 0.00

e Colocar los tubos en el termociclador a 95°C y seguir el programa.
1. 95°C por 5 minutos

58°C por 1 minutos

72°C por 1 minutos

95°C por 1 minutos

Repetir de punto 2-4, 29 veces

58°C por 2 minutos

72°C por 7 minutos

20°C por 1 hora

© N o g M w D
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= Amplificacién del gen K-ras =

FAmortiguador PCR 10 B

MGGl .|I! / | }\} \JL!

il

Oligo Kras
23mM

... Desoxirrbanucledtidos
Palimarasa trifosfatados

de DNA
Sl (dATF, dCTR, dTTP, dGTF)

G

CAMPAMNA DE FLUJO LAMINAR

Fig.3. A) Se prepar6 la mezcla de reaccion y se adicionaron 19 ul a cada tubo, posteriormente se adiciond
aceite mineral B) Depositar las muestras DNA de las diferentes lineas celulares (fuera de la campana de flujo
laminar). C) se colocaron los tubos en el termociclador y se sigui6 el programa de amplificacion.

8.4 Electroforesis de Productos de PCR

Procedimiento

e Se prepard un gel de acrilamida al 4% en TBE 1x.

e Se adiciond 10ul de amortiguador de carga a cada tubo con el producto de
PCR y se mezcl6 con la fase acuosa evitando formar una emulsiéon con el
aceite.

e Se depositd 10 ul de la muestra con amortiguador en cada pozo (se utilizé
un pozo por muestra).

e En un pozo de los extremos se adicioné 10 pl del marcador de peso
molecular de 100 pares de bases diluido (1:10).

e Se corrio la electroforesis a 180 volts por 1.5 horas en TBE 1x.

e Se tifid el gel con bromuro de etidio (20 ul de una solucion 100mg/ml en
200ml de TBE 1x agitando suavemente durante 5 min).

e El gel se lavo con agua destilada por 5 minutos.
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e Se coloco el gel en el equipo analizador de geles.
e Para realizar el analisis de los productos de PCR, se utilizé el software del

equipo.

= Electroforesis de Productos de PCR =

Fig. 4. A) Se adicion6 a cada muestra amortiguador de carga mezclando la fase acuosa sin hacer emulsion. B)
Se depositd una muestra por pozo procurando dejar el marcador de peso molecular en uno de los extremos.
C) Se corrio la electroforesis. D) El gel se tifi6 con Bromuro de Etidio. C) El gel se coloc6 en el equipo
analizador de geles. D) Se tom¢ la fotografia del gel.

8.5 Extraccion de DNA a partir de bandas de gel de acrilamida (Método de

Difusion)

Procedimiento

e Se cortaron las bandas del gel de acrilamida con ayuda del transiluminador,
un bisturi y caretas para proteccion contra la luz UV.

e Las bandas se colocaron en un tubo eppendorf limpio y etiquetado y se
cubrieron con un volumen suficiente de agua millipore .

e Se refrigerd durante 3 dias.

e Se centrifugd a 13,000rpm durante 10 minutos.

e Lafase acuosa se separd y se coloco en un tubo nuevo.

e Al tubo donde se encuentra la banda se le adicioné 40 ul de acetato de
sodio 3M y 60 pul de agua estéril

e Se centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos.
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e La fase acuosa se recuperd y se coloco en el tubo junto con la primera.

e Se adiciond dos volumenes de etanol absoluto frio. Se refrigeré durante 45
minutos.

e Se centrifugé nuevamente a 13,000rpm durante 10 minutos y se elimino el
sobrenadante.

e EIl tubo se cubrié con papel parafilm realizando algunas perforaciones con
una aguja limpia y estéril, se dej6é secar por 24 horas a temperatura
ambiente.

e El boton se hidraté con 20 ul de agua calidad millipore y se cuantifico.

e Setomo 1 uly se realizé el corrimiento electroforético de la muestra para

evaluar la pureza del material obtenido.

= Extraccion de DNA por el método de difusion =

Banda
cortada
.,-o-"""'ﬁ\-

ey F
R

pnnn

A C
Fasze acuosa
. ‘/f —_— Berilarnida v
acetato de sodio
{G;J;] S Arilamida [ I\E_—J;l
Fageacunsa
D E G
Fasze acuosa
<~ — — — —
— fcrilarmnida 1(5:[;] LI
Faze acuosa - 0c
H [ J K L M

Fig. 5. A) Se visualiz6 la banda y se realiz6 su corte. B) Se colocé en un tubo limpio y se hidraté con agua
estéril. C). Se refrigerd por tres dias. D). Se centrifugd. E) Se separ6 la fase acuosa. F) Se lavo la banda con
acetato de sodio. G) Se centrifugd. H) Se separ6 la fase acuosa y se colocé junto con la primera. 1) Se
adicionaron dos volumenes de etanol absoluto frio. J) Se mantuvo a -20°C por 45 minutos. K) Se centrifugé.
L) Se elimino el sobrenadante. M) Se hidraté el boton.

Este producto se llevd a secuenciar para determinar si existe 0 no mutacion en el

gen Kras.
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9. RESULTADOS

e CONTROLES POSITIVOS

Orden de las muestras en gel de acrilamida al 5%.

T47D-Kras
MDAZ231-Kras
293T-Kras

CALO-Kras

INBL-Kras

CONTROL NEGATIVO
MM 50bp

N o gk~ wbdRE

-— - - - -
150bp

Fotografia 1. Electroforesis en gel de acrilamida al 5% de las lineas celulares utilizadas como control positivo
utilizando un marcador de Peso Molecular de 50 pares de bases.

e CUANTIFICACION DE DNA DE LAS LINEAS CELULARES

260nm 280nm 260/280
T47D 0.085 0.047 1.810
MDA231 0.082 0.041 2.007
293T 0.421 0.224 1.883
CALO 0.023 0.006 3.972
INBL 0.011 0.007 1.588
DNA PROBLEMA 1 0.037 0.022 1.705
DNA PROBLEMA 2 0.222 0.117 1.890

Tabla 1. Absorbancias obtenidas a 260nm y 280nm para cada una de las muestra control positivo y muestras

problema
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Concentracién de pl utilizados Correcciones pg de DNA Correcciones
DNA (ug/ pl) para la PCR (ul utilizados) utilizados para | (ug de DNA
la PCR utilizados)

T47D 0.85 0.34 0.4
MDA231 0.82 0.48 0.4
293T 4.21 0.09° 0.2 0.4 0.842
CALO 0.23 1.47 0.4
INBL 0.11 3.63 2.0 0.4 0.22
DNA1 0.37 1.08 0.4
PROBLEMA
DNA 2 2.22 0.18" 0.2 0.4 0.44
PROBLEMA

Tabla 2. Concentraciones obtenidas para cada una de las muestras asi como los pl y pg utilizados para

realizar la PCR

e PURIFICACION DEL SISTEMA
Orden de las muestras en gel de acrilamida al 5%.

o N o o0 A W N B

. MM 50bp

. T47D-Kras

. MDA231-Kras

. 293T-Kras

. CALO-Kras

. INBL-Kras

. DNA PROBLEMA
. DNA PROBLEMA

1 23 4 5 6 7

Fotografia 2. Electroforesis en gel de acrilamida al 5% una vez realizada la cuantificacién de cada una las
muestras y la determinacion de los pg a utilizar para la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).
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e SELECCION DE LA LINEA CELULAR A UTILIZAR PARA SECUENCIAR

Orden de las muestras en gel de acrilamida al 4%.

1. MM 50bp
2. Control NEGATIVO Kras
3. 293T-Kras
4. 293T-Kras
1 2 3 4
— a—

Fotografia 3. Amplificacion 293T-Kras en acrilamida al 4%

e EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE BANDAS CORTADAS DE GEL DE
ACRILAMIDA.

Orden de las muestras en gel de acrilamida al 5%.

7

g 1. MM 50bp

= 2. 293T-Kras

o

_— -

i 1 2

Fotografia 4. Electroforesis en gel de acrilamida al 5% del producto de PCR obtenido a partir de las bandas
cortadas de la amplificacion de la linea celular 293T-Kras en gel de acrilamida al 4%
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GA CCTGGT GCCGTAGCCARGAGT GCC TTGACCAT ACA ECTAA

FIG.5. Secuencia del producto de la figura 3 con el primer Kras Forward. Las flechas indican los sitios donde
debe encontrarse la mutacion GGT (Gly) por GAT (Asp) o por GTT (Val) presente en cancer cérvico uterino

F— N CT U - A
AG CCTCTTGCCIACGCAC(AGCT CCA CTAC(ACZA GTTTATATT CAGTCATTTT (A GCAGECCT TATA NARATGT GACTATATTAGAACAT GT CACACAT AR GEA
i 12 23 34 45 56 67 89 100 111

FIG. 6. Secuencia del producto de la figura 3 con el primer Kras reverse.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

La técnica estandar utilizada dentro del laboratorio de Inmunologia Molecular, nos
indicaba colocar, 3ul de la muestra (DNA de las lineas celulares y problema), sin
embargo, debido a que inicialmente las bandas no se encontraban dentro de los
parametros de peso molecular esperado, se decidié probar con sélo 1ul de la
muestra asi como modificar la temperatura de alineacidén propuesta en un inicio de
55°C a 58°C para conseguir una mayor especificidad. Una vez realizadas estas
modificaciones, se montd nuevamente la reaccion de PCR; como puede
observarse en la fotografia 1, las muestras utilizadas como controles positivos
muestran de forma muy clara el fragmento amplificado para el gen K-ras, dicho
fragmento se estima en un peso molecular de 141bp aproximadamente si se
compara contra el marcador de peso molecular utilizado de 50 bp. Aun con la
reduccion del volumen de muestra utilizado el corrimiento electroforético se
observé demasiado sucio, por lo tanto, fue necesario realizar la cuantificacién de
los controles y los problemas para determinar la concentracion de DNA presente

en dichas muestras asi como su pureza.

En la tabla 1 se observa la relacién 260/280; para todas las muestras se observan
valores numeéricos cercanos a 2 por lo tanto se estima que se encuentran lo
suficientemente puras para seguir con el protocolo para las siguientes reacciones.
Considerando las bandas de la fotografia 1, se tomé la decision de adicionar un
volumen de DNA de cada una de las muestras que fuera equivalente a 0.4ug
debido a que la cuantificacion de las dos mejores bandas, correspondientes a las
lineas celulares MDA231 y CALO se sitia en los extremos, MDA231 con una
concentracion de 0.82ug/ul y CALO 0.23ug/ul; sin embargo, existia el problema de
gue para la lineas celulares que tuvieron mayor concentracion de DNA “293T y
DNA 2 Problema” se requeria medir un volumen de 0.09ul y 0.18ul

respectivamente, volumen que las micropipetas utilizadas no alcanzan a medir.
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En la tabla 2 se observan las correcciones realizadas, para ambas lineas; se midio
un volumen de 0.2ul por lo tanto los pg de DNA “293T” utilizados se incrementaron
aproximadamente el doble, el caso contrario se observo en la linea celular INBL, el
volumen a medir con respecto a las demas muestras se considero excesivo
(3.63ul por ser la menos concentrada) por lo que se redujo a 2ul y los ug de DNA

utilizados disminuyeron a la mitad.

Después de establecer el volumen (ul) y concentracion (ug) a utilizar, se realiz6
nuevamente un PCR para verificar que el sistema se encontraba limpio y que la
amplificacion del gen no habia disminuido, en la fotografia 2 se pueden visualizar
estos resultados y se comprueba que los pg de DNA que se utilizaron fueron
suficientes para llevar a cabo la reaccién. En la fotografia 2 se observa que una de
las mejores bandas corresponde a la linea 293T aun cuando el volumen
adicionado de la muestra es muy pequefio, por lo cual, se considerd que era la
muestra mas viable para realizar su amplificaciéon (Fotografia 3) y una vez
realizada la electroforesis el corte de la banda para obtener el producto que se
llevaria a secuenciar. Realizado este procedimiento, se seleccioné el método a
utilizar para la extraccion del DNA a partir de la banda; el método elegido fue el de
difusién ya que no fractura ni maltrata al DNA, es rapido y es el que nos brindd

mayor rendimiento y pureza del producto como lo muestra la Fotografia 4.

Este amplicdn se envid a secuenciar (Figuras 5y 6) y se encontré que en una de
las lineas celulares que se pensaba presentaria una mutacién de tipo puntual, no
se presentaba cambio alguno; sin embargo los sitios donde debe encontrarse la
mutacion si se encuentran localizados como lo indican las flechas de color azul y
debe encontrarse la mutacion GGT (Gly) por GAT (Asp) o por GTT (Val) presente

en cancer cérvico uterino.
En cuanto a la redaccién y organizacién del protocolo de practicas a utilizar en el

Laboratorio de Genética Clinica de la FES Zaragoza, UNAM, he de mencionar,

que los avances en la tecnologia genética han tenido en la actualidad gran
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impacto sobre nuestro conocimiento en la genética humana. Con el comienzo del
proyecto genoma humano en 1990, adquirimos un compromiso con la busqueda
del tal conocimiento y aunque esta era se llenara de descubrimientos cientificos de
gran interés, también nos tendremos que enfrentar con los problemas y
controversias que se generen a partir de dichos descubrimientos. De éstos, el mas
importante promete ser como utilizar nuestro conocimiento sobre la secuencia
nucleotidica del genoma humano. Como estudiantes, la emocion de formar parte
de estos descubrimientos debe equilibrarse con un gran sentido de
responsabilidad para dedicar la mayor atencién posible a los temas relacionados

que sin lugar a duda surgiran.

En el disefio del Protocolo para la deteccion de mutaciones en el gen Kras
asociado con cancer cérvico uterino, se establece un armazén conceptual
adecuado para el aprendizaje, util que facilita la compresion de la informacién
minima y necesaria con la cual como futuros QFBs debemos contar para poder
desarrollar adecuadamente las actividades propuestas dentro del Laboratorio de
Genética Clinica, ademas de presentar un formato organizado, limpio e integrado
de las microtécnicas (extraccion DNA, PCR, electroforesis, secuenciacion) que
hasta el momento no se llevan a cabo dentro del laboratorio, pero que sin
embargo, constituyen la base de lo que hoy en dia es la Biologia Molecular.
También se presentan figuras que muestran y apoyan las explicaciones de
experimentos que aparentemente parecen complejos, pero, con el avance del
conocimiento y la tecnologia resultan faciles, sin olvidar que ya estan a nuestro

alcance.

Se tiene conciencia que habrd cosas que se hayan escapado al desarrollar este
protocolo; pero, si algo nos queda claro, es que se realizé con el objetivo de
incorporar nuevas practicas dentro del Laboratorio de Genética Clinica. El cancer,
es una enfermedad que si se detecta a tiempo es curable, y si se determina que
un individuo es susceptible a padecerla, puede brindarse informacion acerca de

como se puede prevenir la enfermedad. Con este material se pretende, que los
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estudiantes del 8° semestre de la carrera QFB en el area Bioquimica Clinica
comiencen a manejar, desarrollar e innovar técnicas que en el futuro les permitan
participar en el diagnéstico y prevencion no solo del céncer, sino de otras
enfermedades de origen genético siguiendo procedimientos adecuados de
laboratorio como se indica en el Plan de Estudios de la Carrera QFB, aprobado
el 10 de Junio de 2003 por el Consejo Académico del Area de las Ciencias
Biol6gicas y de la Salud para la Unidad académica Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza, UNAM.
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11. CONCLUSIONES

La temperatura de alineacion de 58°C resultd ser la temperatura 6ptima

para llevar a cabo la reaccion de PCR con el oligo K-ras.

Es necesario llevar acabo la cuantificacion correspondiente de cada una de
las muestras para determinar los pg de DNA ideales de cada una de las
muestras a utilizar durante el proceso de amplificaciéon por PCR y de esta
manera obtener productos que no se encuentren contaminados y se
puedan extraer para su posterior secuenciacion. Dentro de este protocolo,

los 0.4 pug de DNA son suficientes para obtener productos puros.

El mejor método para aislar el amplicon a partir de un gel de acrilamida es
el método de difusibn ya que es sencillo y rapido, brinda el mejor
rendimiento y no se manipula tanto al DNA.

En la secuencia del producto obtenido no se observa la mutacion GGT
(Gly) por GAT (Asp) o por GTT (Val) presente en cancer cérvico uterino, sin
embargo cada una de las técnicas estandarizadas resultan facilmente
reproducibles y eficientes para detectar la presencia de mutaciones en el
gen K-ras asociadas a la mayor susceptibilidad de desarrollar cancer

cérvico uterino.

Dentro del perfil profesional, del Quimico Farmacéutico Bi6logo es
importante, estar capacitado para desempefarse en el sector salud en
diferentes areas, incluidas: el analisis clinico, la investigacion y la
innovacion tecnoldgica; cada una de las técnicas estandarizadas le seran
de gran utilidad para la comprension de nuevos conocimientos, haciendo
uso del método cientifico y siguiendo los procedimientos adecuados del

laboratorio.
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12. PROPUESTA

e Estandarizar protocolos para la amplificacion del gen K-ras y otros genes

utilizando PCR en tiempo real.

e Montar la técnica, utilizando RNA, para anexar al protocolo una practica de

extraccion de RNA, retrotranscripcion o RT-PCR.
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13. ANEXOS

13.1 Abreviaturas

A: Adenina

DNA: Acido desoxirribonucleico

bp: Pares de bases

C: Citosina

°C: Grados Centigrados

c.b.p: Cuanto baste para

dNTP’s: Desoxirribonucledtidos trifosfatados
dATP: Desoxiadenosina trifosfato
dCTP: Desoxicitosina trifosfato
dTTP: Desoxitimina trifosfato

dGTP: Desoxiguanidina trifosfato
EDTA: Acido etilendiaminotetracético
G: Guanina

M: Molaridad

mM: Milimolar

Hg: Microgramo

pl: Microlitro

rpom: Revoluciones por minuto

T: Timina

TBE: Tris- Acido Bérico- EDTA

TE: Tris-EDTA

UV: Luz ultravioleta

U/ul: Unidad por microlitro

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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13.2 Preparacion de reactivos

Preparacion de Amortiguador de lisis

EDTA 0.1M 37.224g
NaCl 0.15M 8.7669g
Agua Bidestilada cbp 1000ml

Preparacion de SDS 10%

Duodecilsulfato de Sodio 10g

Agua Bidestilada 100ml

Preparacion de Acetato de Sodio 3M

Acetato de Sodio 246.09g

Agua Bidestilada cbp 1000ml

Preparacion de Amortiguador de Carga 5X

Tris 50mM pH 8

EDTA 75mM pH 8

SDS 0.5%

Ficoll 10%

Sacarosa 30%

Naranja G, Xilen Cyanol y Azul de Bromofenol al 0.2%

Agua bidestilada cbp 100mi

e Preparacion de Marcador de Peso Molecular

Marcador de 50bp 1pl
Agua oul
Solucién de carga 5ul
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Preparacion de Acrilamida/Bisacrilamida al 30%

Acrilamida 29.0g
Bisacrilamida 1.0g
Agua bidestilada cbp 100ml

Preparacion de TBE 10X (Tris- Acido Bérico- EDTA)

Tris 1M 121.10g
Acido Bérico 1M 61.38g
EDTA 50mM 14.619g
Agua bidestilada cbp 1000m
Preparacion de Gel de Acrilamida al 5%
50ml (1 gel)
Agua bidestilada 36.1ml
TBE 10X 5.0ml
Acrilamida/Bisacrilamida 8.4ml
30%
APS 10% 4750l
TEMED 50pl
Preparacion de Gel de Acrilamida al 4%
50ml (1 gel)
Agua bidestilada 37.78ml
TBE 10X 5.0ml
Acrilamida/Bisacrilamida 6.72ml
30%
APS 10% 4750l
TEMED 50pl
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13.3 Cuestionario

1. ;Qué es el cancer?

N

. ¢ Qué es Kras y como interviene en el cancer?

w

. ¢, Qué es una mutacion?

4. ¢ En qué consisten las siguientes técnicas: PCR, Electroforesis, secuenciacion?

5. ¢Para qué se utilizan las técnicas anteriores?

6. Explique la diferencia que existe entre un protooncogen y un oncogen?

7. ¢Qué es un gen supresor de tumor; mencione tres ejemplos?

8. ¢Qué funcidn tiene la pronasa durante la extraccion de DNA?

9. ¢Para qué se utiliza la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico?

10. Mencione algunos procesos alternativos para la extraccion de DNA

11. ¢(En qué ocasiones es conveniente utilizar geles de acrilamida y en cuales

geles de agarosa?

12. Mencione la funcion del bromuro de etidio y las precauciones que deben

seguirse al utilizarlo.

13. ¢ Qué ventajas tiene el uso de la polimerasa Taq?

14. Mencione la diferencia que existe entre la estructura molecular de dNTP y
ddNTP.
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15. Mencione el intervalo de concentracion 6ptimo de los dNTP’s en la reaccion.

16. ¢(Como eliminaria la presencia de bandas inespecificas durante la reaccion
PCR?

17. Mencione el fundamento de dos métodos alternativos para extraer y purificar el
producto obtenido a partir de la banda en gel de acrilamida.
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13.4 Glosario

A

Acido desoxirribonucleico (DNA). Molécula que contiene la informacién genética
en los seres vivos. Estd formada por dos cadenas de nucleétidos unidas por
puentes fosfodiester. Los nucledtidos participantes son adenina, citosina, guanina

y timina.

Adenina. Es una base nitrogenada con estructura purinica, componente de los

acidos nucleicos.
Alineacion. En el caso de la PCR, se refiere a la etapa en la que los iniciadores
se unen por complementariedad al DNA molde. Por lo general esto se lleva a cabo

a una temperatura de 50 a 60°C.

Amplificacidn. Se refiere a la produccion de copias adicionales de una secuencia
de DNA determinado.

Base. Corresponde a cada una de las cuatro unidades quimicas que forman la

doble hélice del DNA: adenina, guanina (purinas), citosina y timina (pirimidinas).

Cadena molde de DNA. Secuencia de DNA que sirve para obtener cadenas

complementarias de la misma.

Ciclo de amplificacién. Periodo en la PCR que comprende tres cambios de

temperatura: la de desnaturalizacion (92 a 96°C) del DNA, la de alineamiento de
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iniciadores (50 a 60°C) y la de amplificacibn o polimerizacion (70 a 74°C).
Generalmente se emplean de 25 a 40 ciclos de amplificacion de cada reaccion de
PCR.

Ciclo celular. Ciclo reproductivo de la célula, secuencia ordenada de eventos en
la cual la célula duplica todos sus elementos para finalmente dar lugar a dos

células idénticas.

Citosina. Base nitrogenada con estructura pirimidinica componente de los acidos

nucleicos.

Complementariedad de bases. Es la caracteristica del DNA de que las bases
nitrogenadas de cada cadena no se unen al azar, sino que siempre los puentes de
hidrogeno entre ambas cadenas de la doble hélice se forman entre adenina y

timina o entre guanina y citosina, nunca en otro orden.

Desnaturalizacién del DNA. Separacion de las moléculas de doble cadena de
acidos nucleicos en hebras sencillas; por lo general, como consecuencia de un
aumento de temperatura. Renaturalizacion significa la  unidbn  por

complementariedad nuevamente de las cadenas sencillas.

Desoxirribonucle6tidos. Son moléculas formadas por una base nitrogenada

(purinica o pirimidinica), una pentosa (desoxirribosa) y un grupo fosfato.

Desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTP). Bases nitrogenadas unidas a una
molécula de desoxirribosa y tres moléculas de fosfato. Es la forma como la
polimerasa de DNA puede reconocer a los nucleétidos para formar nuevas

cadenas de DNA en el proceso de replicacion o en la técnica de PCR.
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Didesoxido. Desoxirribosa carente del grupo OH" libre de la posicion 3°. Son los
nucledtidos que se utilizan para realizar la secuenciacion, ya que al introducir un
dideséxido en la cadena creciente de DNA, se interrumpe la polimerizacion y de

esta manera de obtienen cadenas de diferente longitud de DNA.

DNA molde. Es el DNA que servira para fabricar nuevas cadenas de DNA in vitro
(PCR).

Electroforesis. Técnica que se emplea para separar moléculas cargadas
eléctricamente con base en su velocidad de migracién al someterse a un campo
eléctrico. Las moléculas sometidas a electroforesis también se separan segun su
tamafo, de tal manera que las moléculas pequefias tendran mayor velocidad de

migracion que las moléculas més grandes.

G

Gen. Segmento de DNA que contiene la informacidén necesaria para codificar una

cadena polipeptidica.

Guanina. Base nitrogenada purinica, componente estructural de los acidos

nucleicos.

Iniciador. Secuencia de nucleétidos necesaria para que la polimerasa de DNA
empiece a llevar a cabo la replicacion.

Iniciadores externos. Son las secuencias de nucleotidos empleados para lograr

la primera amplificacion de una secuencia especifica de DNA mediante PCR.
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Linea celular. Células que crecen y se replican indefinidamente in vitro (fuera del

organismo).

Mutacién. Cambio en la secuencia del DNA gendmico que lo altera de manera

permanente y provoca un cambio hereditario.

Nucleodtido. Unidad elemental de las cadenas de acidos nucleicos. Esta formada
por una base nitrogenada (purinica o pirimidinica), una pentosa (ribosa o
desoxirribona) y un grupo fosfato.

O

Oligonucleétido. Secuencia corta de nucleétidos.

Polimerasa de DNA. Es una de las enzimas que participan en la replicacion
celular llevando a cabo la unién de los nuevos desoxirribonucleétidos trifosfatos a

la cadena de DNA creciente.

Polimerasa Taq. Abreviatura de la polimerasa de DNA proveniente de la bacteria
Thermophylus aquaticus, comunmente utilizada en la PCR. Esta enzima presenta
la caracteristica de que su actividad Optima se observa a 72°C, por lo cual es ideal

para ser utilizada en la reaccién de PCR.
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Producto amplificado. Millones de copias de un fragmento de DNA obtenidas a

partir de un fragmento especifico de DNA inicial mediante PCR.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Método de Biologia Molecular
mediante el cual es posible obtener millones de copias idénticas de una secuencia

determinada de DNA, a partir de un molde inicial de DNA.

Secuenciacion enzimatica. Sirve para conocer el orden en que se encuentran los

nucledtidos en un segmento de DNA determinado.

Temperatura de desnaturalizacién (Tm). Es la temperatura a la cual 50% del
DNA se encuentra en forma de doble cadena y el otro 50%, en forma libre o
cadena sencilla. Este parametro de usa en la PCR para el céalculo de la

temperatura de alineamiento de los iniciadores.
Termociclador. Instrumento en el que se realiza la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR). Su funcion es llevar a cabo cambios rapidos y precisos de

temperatura de una manera ciclica.

Timina. Base nitrogenada pirimidinica constituyente del DNA.
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